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1.1 Rheumatoide Arthritis 
Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine systemisch-entzündliche Autoimmunerkrankung 
multifaktorieller Genese. Die Entzündung der gelenkauskleidenden Synovialis führt 
chronisch-progredient zu einer Zerstörung der Gelenke und zu Invalidität.  
1.1.1 Epidemiologie und Klinik der rheumatoiden Arthritis 
Die Gesundheitsberichterstattung des Bundes aus dem Jahr 2015 gibt an, dass RA die 
häufigste entzündliche Gelenkerkrankung in der Bundesrepublik darstellt (1). In 
Deutschland sind 2.5 % der Bevölkerung im Alter von 18 bis 69 Jahren von RA betroffen. 
Bei Frauen tritt RA häufiger auf als bei Männern, mit einer insgesamt steigenden Prävalenz 
(2). Das weltweite Auftreten von RA ist in Nordeuropa und -amerika höher als im 
südlichen Europa und Entwicklungsländern (3). 
Klinisch basiert die RA hauptsächlich auf einer Entzündung der Gelenkinnenhaut, der 
Synovitis. Diese führt zu Gelenkschwellung, Schmerzen und im progredienten Krankheits-
verlauf auch zu Gelenkdestruktion (4). Die Symptomatik und begleitende 
Morgensteifigkeit führen bereits in frühen Krankheitsphasen zu einer erheblichen 
Funktionseinschränkung, auch vor der, durch Immunzellinfiltration vermittelten, 
Gelenkdestruktion (2). Typisch ist unter anderem der polyarthritische Befall kleiner 
Gelenke an Händen und Füßen sowie der Handgelenke (5). Fakultativ manifestiert sich die 
RA auch extraartikulär in Lunge, Herz, Gefäßen, Nervensystem, Augen und Haut 
beispielsweise als Keratoconjunctivitis sicca oder Vaskulitis (6). Hochberg et al. (2008) 
stellten bereits fünf Jahre nach Diagnosestellung einer RA bei 47.5 % der Betroffenen 
extraartikuläre Manifestationen oder Komorbiditäten fest. Insgesamt waren das 
kardiovaskuläre System betreffende Diagnosen, wie Hypertension, Angina Pectoris und 
ischämische Herzerkrankungen, mit Abstand am häufigsten (7). Daher ist im Vergleich zur 
Normalbevölkerung das Risiko für RA-Patienten erhöht, einen Myokardinfarkt oder 
ischämischen Schlaganfall zu erleiden (8). Aus diesem Grund und wegen erhöhter 
Infektionsanfälligkeit durch immunsuppressive Therapie ist das Mortalitätsrisiko für RA-
Patienten erhöht (6, 9). 
1.1.2 Ätiopathogenese der rheumatoiden Arthritis 
Wie genau es zur Entwicklung der RA kommt, ist nicht hinreichend geklärt und seit 
mehreren Jahrzehnten Gegenstand der Forschung. Die Genese beinhaltet genetische 
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Risikofaktoren, die gemeinsam mit äußeren Faktoren dazu führen, dass das Immunsystem 
alteriert und Autoaktivität gegen körpereigenes Gewebe entsteht (10).  
Neben vielen weiteren genetischen Einflüssen, ist der des humanen Leukozytenantigens 
(HLA)-DRB1 am prominentesten. HLA-DRB1 kodiert für den major histocompatibility 
complex II (MHC-II). Die Subtypen DRB1*04 und DRB1*01 kodieren für die 
prädisponierende Sequenz shared epitope innerhalb des MHC-II-Moleküls (11). Über 
MHC-II werden dem T-Zell-Rezeptor (TCR) von CD4+-Zellen endogene oder exogene 
Antigene präsentiert. Ein weiteres Risikogen ist PTPN22. Aus einer Punktmutation 
resultiert, dass autoantigen-spezifische T-Zellen der Selektion im Thymus entkommen (12). 
Der genetische Einfluss dieser beiden Loci ist allerdings nur für die seropositive RA 
nachgewiesen (3). Schließlich ist an dieser Stelle der Polymorphismus des Gens für die 
Protein-Arginin-Deiminase Typ 4 (PADI4) zu nennen, der mit der Entwicklung einer RA 
assoziiert ist (13). PADI4 katalysiert die Umwandlung der Aminosäure Arginin zu 
Citrullin. Diese Citrullinierung dient als posttranslationale Modifikation der Regulation 
von Proteinfunktionen (14).  
Seropositivität bezeichnet den serologischen Nachweis von Autoantikörpern, die 
körpereigenes Gewebe binden. 50-80 % der RA-Patienten sind seropositiv. Am häufigsten 
sind Immunglobulin G (IgG) gegen citrullinierte Peptide (ACPA). Diese sind besonders 
sensitiv und spezifisch für RA und daher für die Diagnostik von großer Bedeutung. 
Weitere Autoantikörper stellen Rheumafaktoren (RF) dar, die als Immunglobulin M, A 
oder G gegen den fragment crystallisable (Fc)-Teil von IgG gerichtet sind. ACPA 
prädisponieren für eine aggressivere RA-Verlaufsform und frühere Mortalität durch 
kardiovaskuläre Ursachen. RF wurden mit erhöhtem Mortalitätsrisiko durch neoplastische 
oder respiratorische Ursachen verknüpft (15). Bis zu zehn Jahre vor 
Krankheitsmanifestation können Autoantikörper nachgewiesen werden. 
Höchstwahrscheinlich werden diese initial extraartikulär gebildet. Diskutiert wird der 
Einfluss von Infektionserregern, da zwischen ACPA-Titer und Besiedlungen der 
Mundschleimhaut oder des Darmes mit Verdachtserregern ein Zusammenhang festgestellt 
wurde (16). Darunter sind Bakterienspezies wie Porphyromonas gingivalis, die mit einer 
eigenen Peptidylarginin-Deiminase ausgestattet sind, und Aggregatibacter actinomy-
cetemcomitans, die durch Leukotoxin A die Zellmembranpermeabilität erhöhen. Daher 
können bei Besiedlung citrullinierte Peptide in den Extrazellulärraum gelangen (17). In 
genetisch suszeptiblen Individuen führt die Masse citrullinierter Peptide bakteriellen oder 
endogenen Ursprungs zu ACPA-Bildung (18). Auch virale Erreger scheinen eine Rolle 
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spielen zu können. Beispielsweise korreliert eine latente Cytomegalievirusinfektion mit 
schwereren Verlaufsformen (19).  
Der Umweltfaktor mit größtem Einfluss auf die Ausprägung der RA ist Tabakrauchen. 
Chang et al. (2014) fassen zusammen, dass Rauchen die HLA-DRB1-spezifische Immun-
antwort auf citrullinierte Peptide stimuliert (20). 
Ob Immunkomplexe und damit die Immunantwort in das Gelenk auswandern oder in der 
Synovialis die Entzündung de novo entsteht, ist unklar. Als sicher gilt, dass T-Zellen eine 
zentrale Rolle in der Entzündungsinitiation im Gelenk spielen. Ein bisher noch nicht 
eindeutig identifiziertes endogenes Autoantigen, das durch Makrophagen über MHC-II 
präsentiert wird, wird als Fremdantigen erkannt. Daraus resultiert ein explosives 
Zusammenspiel von T- mit B-Zellen und dem angeborenen Immunsystem. Es kommt zur 
Produktion von Autoantikörpern und Entzündungsmediatoren. Unter anderen stimulieren 
Tumornekrosefaktor-α (TNFα) und Interleukin-1β (IL-1β) aus Makrophagen in synovialen 
Fibroblasten die Sekretion von Prostaglandin E2, Matrixmetalloproteinasen und 
Kollagenasen (21). Zusätzlich führen Immunkomplexe und Zytokine zur Produktion von 
Rezeptor-Aktivator des NF-κB Ligand (RANKL) in T-Zellen. Durch RANKL werden die 
Osteoklastendifferenzierung und der Um- und Abbau der Knochensubstanz gefördert (22). 
In der Synovialis entsteht ein in das Knorpel- und Knochengewebe einwachsender Pannus, 
der zur Destruktion des Gelenkes führt. Auch unabhängig von T-Zellen kann die 
Entzündung durch para- und autokrine Aktivierung von Makrophagen und Fibroblasten 
aufrechterhalten werden (23). Weitere Ausführungen über den Beitrag von Monozyten und 
Makrophagen zur Entstehung des klinischen Bildes der RA folgen unter 1.2.3.  
1.2 Monozyten und Makrophagen 
Makrophagen sind integraler Bestandteil vieler Organe. Den jeweiligen Gegebenheiten 
angepasst, tragen sie erheblich zur Entwicklung und Regeneration vom Organgewebe bei 
(24). Monozyten hingegen zirkulieren in der Blutlaufbahn und bilden 4 - 11 % der Leuko-
zyten im Blut (25). Wahrscheinlich in Abhängigkeit der Dringlichkeit verlassen 
Monozyten innerhalb von einem Tag bis sieben Tagen die Blutlaufbahn (26). Zu den 
Schritten der Leukozytendiapedese gehören die Schritte Annäherung, Rollen, Aktivierung, 
Anheftung und Transmigration (27).  
Als Immunzellen sind Monozyten und Makrophagen mit einer Bandbreite verschiedener 
Rezeptoren zur Erkennung von Entzündungsmediatoren, zellulären und azellulären 
Strukturen ausgestattet. Bereits erwähnt wurde MHC-II. Um Abwehr gegen Bakterien zu 
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leisten, besitzen Monozyten und Makrophagen unter anderen pattern recognition receptors 
(PRRs) (28).  
1.2.1 Inflammasomaktivierung und Interleukin-1β-Sekretion in Monozyten 
und Makrophagen 
IL-1β wird zunächst als inaktive Vorstufe (pro-IL-1β) produziert und erst durch die 
Protease Caspase-1 in die bioaktive Form überführt. Der gleiche Mechanismus gilt für die 
Sekretion von Interleukin-18 (IL-18). An dem Ablauf sind verschiedene PRRs beteiligt. 
PRRs sind membranständig oder im Zytosol lokalisiert. Sie werden durch bakterielle oder 
virale pathogen associated molecular patterns (PAMPs) und endogene damage-associated 
molecular patterns aktiviert. Membranständige PRRs sind zum Beispiel Toll-like 
Rezeptoren (TLR), die extrazelluläre oder endolysosomal lokalisierte PAMPs wie das 
Lipopolysaccharid (LPS) gramnegativer Bakterien erkennen. TLR4 aktiviert den 
Transkriptionsfaktor NF-κB und mitogen-activated protein-Kinasen, wodurch die 
Transkription von Genen ausgelöst wird, die zur Proliferation und Immunantwort 
erforderlich sind (29). Im Zytosol lokalisierte PRRs sind nucleotide-binding and 
oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs). Die Subfamilie NOD führt wie 
TLR zur Transkriptionsebene. Im Gegensatz dazu veranlasst die Subfamilie NLRs 
containing pyrin domain (NLRP) nach Aktivierung die Formierung eines funktionalen 
Caspase-1 Aktivierungskomplexes, des Inflammasoms (30). 
Obwohl mehrere zytosolische PRRs zur Bildung eines Inflammasoms und zur 
konsekutiven Caspase-1-Aktivierung führen können, gilt das NLRP3-Inflammasom als am 
besten erforscht. Der PRR NLRP3 setzt sich aus drei Domänen zusammen. Der nucleotide-
binding and oligomerization domain schließt sich C-terminal eine leucin-rich repeat 
domain an, deren Funktion wahrscheinlich das Aufspüren des Antigens ist. Schließlich 
erfolgt über die N-terminale pyrin domain die Bindung an das Adaptermolekül apoptosis-
associated speck-like protein (ASC). Während der Zusammenlagerung des Inflammasoms 
rekrutiert ASC die Caspase-1 als apoptosis-associated speck-like protein containing a 
caspase recruitment domain (CARD) (31). Aus mehreren NLRP3-Molekülen, CARD und 
Caspase-1 bildet sich so das NLRP3-Inflammasom (30). 
Die Zusammenlagerung des NLRP3-Inflammasoms erfordert zwei Signale. Durch das 
priming signal erfolgt nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-
κB)-vermittelt die Transkription der messenger Ribonukleinsäure (mRNA) für NLRP3, 
Pro-IL-18 und Pro-IL-1β. Dieses Signal kann über den bereits erwähnten TLR4, den TNF-
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Rezeptor, den Komplement- oder den IL-1-Rezeptor (IL-1R) erfolgen (31). Das zweite 
nötige activation signal kann durch eine Vielzahl diverser Stimuli erfolgen. Dazu gehört 
die Erhöhung der Membranpermeabilität beispielsweise durch den membrane attack 
complex. Auch die zelluläre Aufnahme kristalliner Strukturen wie Monosodiumurat- oder 
Cholesterolkristalle kann ein activation signal darstellen, siehe Abbildung 1 (32). Indem 
lysosomale Membrandestabiliserung zu einer Erhöhung der intrazellulären 
Kalziumkonzentration und Ausströmen der lysosomalen Protease Cathepsin B führt, wird 
das Inflammasom aktiviert. Auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) können zur 
Formierung des Inflammasoms führen (30). 
Abbildung 1: Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms. Dieses Schema von Coll et al. (2016) zeigt die Akti-
vierung des NLRP3-Inflammasoms durch zwei Signale. Das priming signal kann durch TLR-, TNF-, oder IL-1-
Rezeptor-Aktivierung (nicht dargstellt) erfolgen und aktiviert NF-κB, wodurch die Proteinbiosynthese von 
NLRP3 und pro-IL-1β ausgelöst wird. Aus dem activation signal, was diverse Stimuli sein können, wie freie 
Fettsäuren, Monosodiumurat- und Cholesterinkristalle oder β-Amyloid, resultiert die Oligomersation des 
NLRP3-Inflammasoms. Durch Dimerisierung erfolgen die autokatalytische Aktivierung der Caspase-1 und die 
Überführung der Vorstufen von pro-IL-1β und pro-IL-18 in IL-1β und IL-18. Auch Gasdermin D wird katalytisch 
gespalten und kann in der Zellmembran, eine Pore formend, die Pyroptose auslösen. TLR = Toll-like 
Rezeptor, TNF = Tumornekrosefaktor, NLRP3 = nucleotide-binding and oligomerization domain-like receptor 
containing a pyrin domain, ASC = apoptosis-associated speck-like protein, IL-1β = Interleukin-1β, IL-18 = 
Interleukin-18.  
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Erstmalig wurde 2012 darüber hinaus von Rossol et al. (2012) und Lee et al. (2012) die 
Guanosintriphosphat-bindendes-Protein (G-Protein)-vermittelte Aktivierung des NLRP3-
Inflammasoms in Monozyten und Makrophagen durch extrazelluläres Kalzium 
beschrieben. Freies Kalzium führt zur Konformationsänderung des extracellular calcium-
sensing receptor (CaSR), wodurch das G-Protein αq (Gαq) zur Aktivierung der 
Phospholipase C (PLC) führt. Es folgt ein durch Inositoltriphosphat vermittelter 
Kalziumausstrom aus dem Endoplasmatischen Retikulum, der wahrscheinlich die 
Inflammasomzusammenlagerung veranlasst (33, 34). Rossol et al. (2012) konnten neben 
dem CaSR auch die Beteiligung des G protein-coupled receptor family C group 6 member 
A (GPRC6A) durch GPRC6A-knock-out Mäuse ermitteln. Beide Rezeptoren tragen in 
Mausmonozyten dazu bei, dass die IL-1β-Produktion kalziumabhängig ansteigt (33).  
Der Transport des aktiven IL-1β in den Extrazellulärraum erfolgt vermutlich über eine von 
Gasdermin D gebildete Pore. Die Porenbildung scheint ebenfalls an der Pyroptose, dem 
Inflammasom-vermittelten Zelltod, beteiligt zu sein (31). In Konkurrenz mit anti-
entzündlichen IL-1-Rezeptor-Antagonisten bindet IL-1β autokrin und parakrin an den IL-
1R, der die Expression proinflammatorischer Gene induziert, wie auch von Interleukin-6 
(IL-6) und inducible nitric oxide synthase (35). 
1.2.2 Makropinozytose in Monozyten und Makrophagen 
Um der Aufgabe der Antigenpräsentation nachzukommen, scannen Monozyten und 
Makrophagen den extrazellulären Bereich durch Aufnahme großer Flüssigkeitsmengen 
(36). Diese spezielle Form der Endozytose ist die Makropinozytose. Die Pinozytose in 
Abgrenzung zur Phagozytose wurde erstmalig von Lewis (1931) in Makrophagen von 
Ratten beschrieben und von Robineaux und Pinet 1960 mit der Antigenpräsentation 
verknüpft (37, 38). Lim und Gleeson (2011) fassten zusammen, dass die Clathrin-
unabhängige Makropinozytose in vielen Zellfamilien vorkommt, um nach Stimulation mit 
Wachstumsfaktoren der Nährstoffaufnahme zu dienen. Antigen-präsentierende Zellen sind 
jedoch ohne Stimulanz konstitutiv zur Makropinozytose fähig, um ihre Umgebung durch 
die nicht selektive Aufnahme von Flüssigkeit und darin gelösten Bestandteilen auf 
Antigene zu scannen (39). Die blinde Aufnahme induzieren und nutzen Pathogene wie 
Salmonella typhimurium und Adenovirus 3 aus (40, 41). 
Mechanistisch kommt es bei der Makropinozytose zu Aktin-abhängigen Ausstülpungen 
der Zellmembran, aus denen Makropinosomen erwachsen (39). Canton et al. (2016) 
identifi-zierten den unmittelbaren Zusammenhang der extrazellulären 
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Kalziumkonzentration mit der konstitutiven Makropinozytose. Aus humanen Monozyten 
differenzierte Makrophagen (human monocyte derived macrophages = hMDMs) und 
dendritischen Zellen (human monocyte-derived dendritic cells = hMDDs), die den CaSR 
besitzen, konnte die Aufnahme von fluroeszenzmarkiertem 70 kDa Dextran mit 
extrazellulärer Kalziumzugabe proportional gesteigert werden. Negativ-allosterische 
Modulatoren des CaSR verhinderten die Aufnahme. Auch Zellen der Zellinie human 
embryonic kidney cells 293 (HEK293) konnten durch CaSR-Transfektion zur konstitutiven 
Makropinozytose befähigt werden (42). Freies Kalzium löst CaSR-vermittelt den Gαq-
Signalweg aus. Die PLC katalysiert die Reaktion von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
zu Diacylglycerin (DAG) und Inositoltrisphosphat. Von der DAG-Kinase wird DAG zu 
Phosphatidsäure phosphoryliert. Durch Phosphatidsäure rekrutierte guanosin-triphosphate 
exchange factors werden kleine G-Proteine wie Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 
(Rac1) und cell division control protein 42 aktiviert, die unter anderem für die Vermittlung 
der Aktinpolymerisation verantwortlich sind. Die kann die Bildung von großen 
Zellmembranausstülpungen zur Folge haben. Die Gβγ-Untereinheit des G-Proteins 
aktiviert die Phosphoinositid-3-Kinase (PI-3K), die zum Schließen der Makropinosomen 
essentiell ist (43, 44). Die Größe der Makropinosomen variiert zwischen 0.2 und 5 µm im 
Durchmesser (39). 
Die kalziumstimulierte Makropinozytose scheint nicht nur der Präsentation des 
Internalisierten über MHC-II zu dienen, sondern auch dem Transport von Antigenen zu 
zytosolischen PRRs (42). 
1.2.3 Beitrag der Monozyten und Makrophagen zur rheumatoiden Arthritis 
Die Makrophageninfiltration des Synovialraumes korreliert mit dem radiologisch 
detektierbaren Progress der Knochenzerstörung, dem Entzündungsstatus und dem 
Gelenkschmerz (45, 46). Wie es dazu kommt, wird in diesem Abschnitt erläutert. 
Bereits 1984 berichteten Steven et al. (1984) von vermehrter in vitro Phagozytose 
radioaktiv markierter Bakterien durch Monozyten von RA-Patienten (47). Auch Hahn et al. 
(1993) und Meusch et al. (2009) demonstrierten, dass Monozyten von RA-Patienten eine 
hohe Spontanaktivität in vitro auszeichnet. Ohne weitere Stimulation wurde mehr IL-1β 
und TNFα produziert als von Monozyten Gesunder (48, 49). Inzwischen wurde die 
Expression inflammatorischer Gene in Monozyten von RA-Patienten untersucht. Dabei 
entsprach das Expressionsmuster dem von synovialen Zellen. Daher wird vermutet, dass 
Monozyten bereits einen „rheumatoiden Phänotyp“ aufweisen, bevor sie im Gelenkspalt zu 
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hochaktiven Makrophagen werden (50). Arleevskaya et al. (2011) verglichen Monozyten 
von RA-Patientinnen mit Monozyten von deren gesunden Verwandten und von gesunden, 
nicht verwandten Frauen. Nicht nur Monozyten von RA-Patientinnen, sondern auch von 
den gesunden Verwandten bildeten in vitro spontan vermehrt ROS. Auch die Serumspiegel 
von TNFα und IL-1β waren bei Patientinnen und ihren Verwandten gleichermaßen erhöht 
(51). Der genetische Einfluss wird in der Aktivität der Monozyten deutlich sichtbar.  
Die Monozyten können in klassische, intermediäre und nicht-klassische eingeteilt werden 
(52). Im Blut von RA-Patienten ist die intermediäre Subpopulation größer als in Gesunden. 
Diese Subpopulation weist unter allen die höchste Expression der Gene für HLA-DR und 
für den C-C-Motiv-Chemokinrezeptor 5 auf (53). Letzterer wurde mit einem erosiveren 
Verlauf der RA in Verbindung gebracht (54). Darüber hinaus differenzierten in einer 
Cokultur von intermediären Monozyten mit CD4+-T-Zellen, mehr T-Zellen zu T-
Helferzellen (Th)17 als in einer Cokultur von nicht-klassischen Monozyten mit CD4+-T-
Zellen (53). Die Häufigkeit der Th17-Zellen in Gelenken und in der Zirkulation ist mit der 
systemischen Krankheitsaktivität verknüpft (55). 
Chemotaktisch angezogen, verlassen Monozyten die Blutlaufbahn und differenzieren zu 
reifen Makrophagen (56). Im Gelenkspalt wird CD16 auf Monozyten und Makrophagen 
als Fc-Rezeptor (FcR) durch die zahlreich vorliegenden Immunkomplexe aktiviert und 
führt zur inflammatorischen Antwort (28). Neben Immunkomplexen werden die 
synovialen Makrophagen durch zellulären und parakrinen Kontakt zu Nachbarzellen 
aktiviert. Die in vitro Zell-Zell-Interaktion von LPS-stimulierten T-Zellen mit monozytären 
THP-1-Zellen führte zur Sekretion von IL-1β, TNFα und MMP (57). Die parakrine 
Kommunikation in vitro von hMDMs mit humanen Synovialfibroblasten resultierte ohne 
weitere Stimulation in der Destruktion von Knorpelgewebe. Durch die Zugabe 
monoklonaler Anti-IL-1- und Anti-TNFα-Antikörper konnte diese Reaktion verhindert 
werden (58). Als Induktor des Proteoglykanabbaus und der Hemmung der Neusynthese 
scheint IL-1β ein Hauptvermittler der Knochendestruktion zu sein. Die Korrelation des IL-
1β-Spiegels in der Synovialflüssigkeit mit der klinisch messbaren Entzündungsaktivität in 
den Gelenken unterstreicht diesen Zusammenhang (50). Die zweiwöchige Verabreichung 
eines selektiven NLRP3-Inhibitors MCC950 konnte im kollageninduzierte-Arthritis-
Mausmodell eindrucksvoll die synoviale IL-1β-Konzentration und die Gelenkzerstörung 
senken (59). Hauptquelle der hohen IL-1β-Mengen sind Monozyten und Makrophagen der 
Synovia (60). Insgesamt ist in RA-Patienten das Verhältnis zwischen IL-1β und dem 
kompetitiven IL-1R-Antagonisten zu Gunsten von IL-1β dysreguliert (50). 
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Die Zytokine monozytären und makrophagozytären Ursprungs sind auch an systemischen 
Manifestationen der RA beteiligt. Die Serumspiegel von IL-1β und TNFα im Kreislauf 
stimulieren beispielsweise die Hochregulation von intercellular adhesion molecule 1 auf 
Endothelzellen (49, 61). Zusätzlich sind die intermediären Monozyten reich an 
Glykoprotein Ly6C und binden damit präferiert an läsionales Endothel. In Kombination 
wird die Extravasation von Monozyten in den Subendothelialraum erleichtert, wo sie zu 
Protagonisten der Atherosklerose werden (62). 
Die Rolle der Monozyten und Makrophagen in der Entwicklung der RA kann in drei 
Punkten zusammengefasst werden. 1) Monozyten und Makrophagen sind als Antigen-
präsentierende Zellen an der Initiation der Autoimmunität in T-Zellen beteiligt. 
2) Monozyten und Makrophagen erhalten die lokale Entzündung aufrecht und ermöglichen 
die chronische Progression bis zur Gelenkdestruktion. 3) Monozyten und Makrophagen 
verbreiten die Entzündung systemisch und sind für extraartikuläre Manifestationen 
mitverantwortlich. 
Letztlich wird die Bedeutung der beiden Zelltypen dadurch unterstrichen, dass die Behand-
lung der RA auf der Eindämmung des zytokinabhängigen Circulus vitiosus beruht. Nach 
wie vor steht Methotrexat (MTX) im Mittelpunkt der Therapie. Es inhibiert die Produktion 
von Zytokinen monozytären und makrophagozytären Ursprungs und verstärkt die 
Produktion endogener Antagonisten (63). Wenn in Kombination mit Glukokortikoiden 
keine Remission erreicht wird, werden biologische disease-modifying anti-rheumatic drugs 
(DMARD, wie monoklonale Antikörper gegen TNFα, IL-6, CD20) hinzugezogen (64). Die 
Remission erreichten 51.5 % der behandelten Patienten unter einer Kombinationstherapie 
von MTX mit dem TNFα-Antagonisten Etanercept (65). 
1.3 Kalzium – lokale Dysregulation trotz systemischer Regulation 
Das Kalzium im Blut und Extrazellulärraum bildet nur einen Anteil von 0.1 % des im 
Körper vorhandenen Kalziums. Doch bei der Blutgerinnung ist es als Cofaktor von 
entscheidender Bedeutung und erfüllt als zweiwertiges Kation elektrophysiologische 
Aufgaben. Das meiste Kalzium (99 %) liegt als Hydroxylapatit in der anorganischen 
Knochensubstanz vor. Die verbleibenden 0.9 % agieren intrazellulär als second messenger 
(66). Das ionisierte Kalzium ist dasjenige, welches physiologisch aktiv ist. Im Serum 
liegen 47 % des Kalziums ionisiert vor, weitere 40 % pH-abhängig proteingebunden an 
beispielsweise Albumin und 13 % in Komplexen unter anderem mit Bikarbonat, Zitrat 
oder Phosphat (67). 
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Die drei Hormone Parathormon (PTH), 1,25-Dihydroxycholecalciferol und Calcitonin 
halten das ionisierte Kalzium im Serum zwischen 1.10 und 1.35 mmol/l. Durch Einfluss 
auf den Abbau der Knochensubstanz und auf die Exkretion über die Nieren, erhöhen PTH 
und 1,25-Dihydroxycholecalciferol den Kalziumspiegel im Blut. Calcitonin hingegen senkt 
diesen (66). Die Regulation des Kalziumhaushaltes hat implizit Einfluss auf den 
Phosphatserumspiegel. Steigt dieser zu hoch an, hält der fibroblast growth factor 23 gegen 
(68). 
Trotz der strengen Regulation des Kalziumhaushaltes können lokal die Kalzium-
konzentrationen durchaus stark ansteigen und auf Nachbarzellen wirken. In entzündetem 
Gewebe ist die extrazelulläre Kalziumkonzentration zeitweise erhöht (69, 70). Auch 
übermäßiger Abbau der Knochensubstanz führt zu einem Anstieg der 
Kalziumkonzentration (71). Über den CaSR wirkt es auf Monozyten chemotaktisch (72). 
Die Nieren sind das einzige Organ, das die Mineralstoffe Kalzium und Phosphat 
eliminieren kann und erfüllt damit eine wichtige Korrekturfunktion zur Konstanthaltung 
der Serumkonzentrationen. Wird diese nicht ausreichend erfüllt, kommt es zur 
Präzipitation von Kalzium und Phosphat (73). 
1.3.1 Entstehung von Kalziumproteinpartikeln 
Wenn die Serumkonzentrationen von Kalzium und Phosphat steigen, besteht die Gefahr 
der Mineralisierung. Zur Vorbeugung ektoper Kalzifizierungen binden Plasmaproteine 
überschüssiges Kalzium und Phosphat unter Ausbildung mineralorganischer Nanopartikel, 
die auch Kalziumproteinpartikel (calciprotein particles = CPPs) genannt werden. Diese 
Kalzifikationsinhibitoren sind hauptsächlich Albumin und Fetuin-A, ergänzt von 
Komplementproteinen und Apolipoproteinen (74). Dabei scheint dem in der Leber 
synthetisierten Fetuin-A eine besondere Rolle zuzukommen. In Fetuin-A-knock-out 
Mäusen (DBA/2) wurden nach vier Monaten normaler Diät Kalzifizierungen in fast allen 
Organen, vor allem aber der Niere, der Haut und in den Hoden beobachtet (75).  
In vitro haben Wald et al. (2011) die Bildung von primären CPPs und die Reifung, analog 
zur Ostwaldreifung, zu sekundären CPPs untersucht. Dabei beschleunigte eine geringe 
Fetuinkonzentration, Übersättigung der Ionen und eine erhöhte Temperatur den Prozess 
(76). Von den primären amorphen CPPs mit einem Durchmesser von 50-100 nm 
unterscheiden sich sekundäre CPPs durch Größenzunahme und eine ellipsoide, kristalline 
Form mit 100 nm Breite und 250 nm Länge (77).  
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Um Kalzifizierung weiter vorzubeugen, bereinigen Makrophagen die entstandenen CPPs. 
Allerdings führt die Aufnahme insbesondere primärer CPPs in Makrophagen unter 
anderem zu einer starken IL-1β-Freisetzung in vitro (74). Köppert et al. (2018) haben erst 
kürzlich den Unterschied festgestellt, dass sekundäre CPPs durch scavenger-Rezeptor A 
(SRA) aufgenommen werden, während primäre CPPs auch bei Inhibition des SRA 
weiterhin endozytiert wurden. Wodurch die Aufnahme primärer CPPs ausgelöst wird, ist 
noch unklar (77). 
Das Vorkommen von CPPs wurde unter anderem bereits in Aszites sklerosierender 
Peritonitis, in Koronararterien, sowie in Nieren von Patienten mit chronischer 
Niereninsuffizienz (CKD) oder Nierentumor beschrieben (78). Smith et al. (2013) 
verglichen die CPP-Level im Serum von CKD-Patienten mit verschiedenen 
Kontrollgruppen. Darunter war eine Kohorte von 13 Patienten mit chronisch 
inflammatorischen Erkrankungen, wovon fünf RA-Patienten waren. Die chronisch 
entzündlichen Patienten wiesen gleichermaßen erhöhte CPP-Spiegel im Serum auf wie die 
CKD-Patienten (79). Obwohl bisher keine weiteren Nachweise für das Vorhandensein von 
CPPs in Körperflüssigkeiten und Geweben von RA-Patienten veröffentlicht wurden, ist 
ihre Formierung durch die Degradierung der anorganischen Knochensubstanz bei 
fortgeschrittener Erkrankung durchaus denkbar. 
1.3.2 Kurzportrait des G-Protein-gekoppelten Kalziumrezeptors CaSR 
Nicht nur die PTH-Sekretion aus den Parathyroidalzellen, sondern auch die Makro-
pinozytose extrazellulärer Flüssigkeit und die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in 
Monozyten und Makrophagen werden durch Signaltransduktion des G-Protein-
gekoppelten CaSR beeinflusst. Entdeckt wurde der Rezeptor 1987 in bovinen 
Parathyroidalzellen (80). Wenige Jahre später wurde er von Brown et al. (2014) erfolgreich 
geklont und als extracellular calcium-sensing receptor benannt (81). 
Gerbino und Colella (2018) fassten die Charakteristik des Rezeptors kürzlich umfassend 
zusammen. Der CaSR gehört zu Klasse C der G-Protein gekoppelten Rezeptoren und setzt 
sich aus vier Hauptteilen zusammen: der N-terminalen Extrazellulärdomäne (ECD), einer 
cysteinreichen Domäne, den sieben Transmembrandomänen (TMD) und dem C-Terminus 
(82). Wenn ionisiertes Kalzium an die ECD bindet, schließt sich die große zweilappige 
Venus Flytrap Domäne und führt zur Konformationsänderung der TMD und intrazellulär 
liegender Rezeptorbestandteile, die höchstwahrscheinlich zur Signaltransduktion führen 
(83). Neben Kalzium können zahlreiche weitere Liganden den CaSR aktivieren, unter 
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anderen Aminosäuren und Gadolinium-Ionen. Abhängig vom Agonisten bzw. 
allosterischen Modulator wird Gq, Gi, G12/13 oder Gs aktiviert. Ionisiertes Kalzium wirkt 
hauptsächlich über das Gαq Protein (82). In vielen Zellfamilien wird das Gen für den CaSR 
exprimiert und abgelesen, wodurch er in diverse Prozesse involviert ist, wie kardiale 
Hypertrophie, chronische Herzinsuffizienz oder Geschmackssensorik (84, 85). 




Erst in jüngster Vergangenheit wurde der entscheidende Einfluss extrazellulären Kalziums 
auf die Makropinozytose in Makrophagen entdeckt, der durch den CaSR vermittelt wird. 
Vorarbeiten von Elisabeth Jäger aus der Arbeitsgruppe Experimentelle Rheumatologie am 
Universitätsklinikum Leipzig (UKL) konnten zeigen, dass die Makropinozytose von 
Calcein in Monozyten kalziumabhängig gesteigert wird. Die Inhibition des CaSR und der 
Aktinpolymerisation schwächten die Calceinaufnahme ab. Die Calceinaufnahme konnte in 
der Durchflusszytometrie bestimmt und in der Fluoreszenzmikroskopie verifiziert werden. 
Auch CPPs werden höchstwahrscheinlich über den Mechanismus der Makropinozytose in 
Monozyten aufgenommen, wie weitere Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Experimentelle 
Rheumatologie am UKL demonstrieren. 
Die Kalziumstimulation von Monozyten resultierte außerdem in CaSR-vermittelter IL-1β-
Produktion, die in Abhängigkeit vom Phosphatgehalt des verwendeten Zellkulturmediums 
stand. Schließlich wurde die IL-1β-Produktion bei CPP-Zugabe untersucht. Daraus ergab 
sich die Frage, ob ionisiertes Kalzium über den CaSR die Aufnahme von CPPs vermittelt, 
die intrazellulär das NLRP3-Inflammasom aktivieren.  
Da in RA-Patienten Monozyten der Synovia mehr CaSR aufweisen als Monozyten aus der 
Zirkulation, scheinen die durch den Rezeptor vermittelten Signale für die RA von 
Bedeutung zu sein (86). Die kalziumstimulierte Makropinozytose in 
Monozyten/Makrophagen von Patienten mit RA ist bisher noch nicht erforscht und wurde 
noch nicht in den Zusammenhang mit dem klinischen Zustand der Patienten, sowie der IL-
1β-Produktion in Monozyten und Makrophagen gesetzt.  
Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet: 
1. Unterscheiden sich Monozyten/Makrophagen von RA-Patienten von 
Monozyten/Makrophagen gesunder Kontrollprobanden hinsichtlich der 
Makropinozytoseaktivität nach Kalziumstimulation? 
2. Unterscheiden sich Monozyten/Makrophagen von RA-Patienten von 
Monozyten/Makrophagen gesunder Kontrollprobanden hinsichtlich der IL-1β-
Sekretion nach Kalziumstimulation? 
3. Wie werden die Makropinozytose und die IL-1β-Produktion nach 
Kalziumstimulation vom Phosphatgehalt des Zellkulturmediums beeinflusst? 
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4. Besteht zwischen der Makropinozytose und der IL-1β-Produktion nach 
Kalziumstimulation von Monozyten/Makrophagen eine Korrelation? 
5. Besteht zwischen der Makropinozytose/IL-1β-Produktion von 
Monozyten/Makrophagen der RA-Patienten und der klinischen Aktivität der 
RA eine Korrelation? 
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3 Forschungsdesign, Material und Methoden 
Zur Erhebung der Primärdaten der vorliegenden Arbeit wurde eine experimentelle Studie 
durchgeführt. Der Studienaufbau und die zur Datenerhebung nötigen Materialien und 
Methoden werden in diesem Kapitel vorgestellt. 
3.1 Forschungsdesign  
Das Forschungsdesign der vorliegenden Arbeit entspricht einer experimentellen Studie. Es 
wurden insgesamt 30 Patienten mit RA und 28 gesunde Kontrollprobanden einbezogen. 
Bei der Rekrutierung der Kontrollprobanden wurden das Alter und das Geschlecht der 
Patienten berücksichtigt, um die beiden Gruppen der Studie vergleichen zu können. Zur 
Erleichterung des Leseflusses, werden Patientinnen und Patienten mit RA im Folgenden 
als Patienten, Kontrollprobandinnen und Kontrollprobanden als Kontrollprobanden 
bezeichnet. 
Unter Leitung von Prof. Dr. Ulf Wagner wurden Patienten mit RA aus dem ambulanten 
sowie dem stationären Bereich der Rheumatologie am Universitätsklinikum Leipzig 
rekrutiert. Einschlusskriterien in die Studie waren eine nach aktuellen American College of 
Rheumatism/European League Against Rheumatism (EULAR)-Klassifikationskriterien 
diagnostizierte RA, ein positiver anti-CCP-Antikörper Befund, ein Alter über 18 Jahre und 
die Einwilligung nach Aufklärung über die Studie. Gründe für einen Ausschluss aus der 
Studie waren eine aktive maligne Erkrankung und eine akute entzündliche Erkrankung mit 
nicht RA-assoziierter Genese. Kontrollprobanden wurden aus dem privaten Umfeld 
rekrutiert. Einschlusskriterien waren ein Alter über 18 Jahre und die Einwilligung nach 
Aufklärung über die Studie. Ausschlusskriterien waren eine akute oder chronische 
entzündliche Erkrankung, eine Autoimmunerkrankung, eine maligne Erkrankung und 
Kalziumsupplementierung. Nach mündlicher und schriftlicher Aufklärung erteilten alle 
Patienten und Kontrollprobanden ihre Einwilligung zur Teilnahme an der Studie. In die 
Einwilligung eingeschlossen sind die Erhebung, Verarbeitung, Speicherung und 
Weitergabe der anonymisierten Daten.  
3.2 Materialien 
In diesem Unterkapitel sind alle verwendeten Geräte, Gebrauchsgegenstände und 
Substanzen alphabetisch aufgeführt. Die Produktionsfirma, sowie der Ort der 
Hauptniederlassung sind angegeben. Von im Labor der Rheumatologie Leipzig 
hergestellten Puffern und Lösungen ist die Zusammensetzung beschrieben. 




Gefrierschrank -20°C    Liebherr, Biberach an der Riss, DE 
Gefrierschrank -80°C    Liebherr, Biberach an der Riss, DE 
Inkubator ThermoForma   Fisher Scientific, Schwerte, DE  
Kühlschrank Liebherr premium  Liebherr, Biberach an der Riss, DE 
Magnet MACS-Zellseparation Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 
Mikroskop Axiostar Carl Zeiss, Oberkochen, DE 
Mikroskop Axio Observer Z1  Carl Zeiss, Oberkochen, DE 
Mikroskop Olympus IX50   Olympus, Tokyo, JP 
Mikrowelle     Bosch, Stuttgart, DE 
Pipette Finnpipette Labsystems, Bergisch Gladbach, DE 
Pipette Rainin lite XLS Mettler-Toledo International Inc., Columbus, 
US 
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, DE 
Plattenlesegerät Tecan infinite M200 Tecan Group, Männedorf, CH 
Shaker & Mixer Titramax 1000 Heidolph Instruments, Schwabach, DE 
Sterilbank Herasafe KS  Thermo Electron Corporation, Waltham, US 
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, US 
Feinwaage Sartorius, Göttingen, DE 
Wasserbad Isotemp 215 Fisher Scientific, Schwerte, DE 
Zählkammer nach Neubauer Paul Marienfeld, Lauda Königshofen, DE 
Zentrifuge Eppendorf 5417 R Eppendorf, Hamburg, DE 
Zentrifuge Hettich Rotina 46 RS Hettich, Tuttlingen, DE 
Zentrifuge Megafuge 1.0 RS Kendro Laboratory Products, Langenselbold, 
DE 




FACS-Röhrchen Falcon Corning, Corning, US 
Immersionsöl Immersol 518 F Carl Zeiss, Oberkochen, DE 
MACS Separation Columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 
Monovetten EDTA 9 ml   Sarstedt, Nümbrecht, DE 
Monovetten Lithium-Heparin 2.7 ml  Sarstedt, Nümbrecht, DE 
Monovetten Serum 7.5 ml   Sarstedt, Nümbrecht, DE 
Nunc MaxiSorp Platten 96 Well Thermo Fisher Scientific, Waltham, US 
Optische Zellkulturplatte Nunc 12 Well Thermo Fisher Scientific, Waltham, US  
Pasteurpipetten    Sarsted, Nümbrecht, DE 
Pipettenspitzen    Greiner Bio-One, Kremsmünster, AT 
Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml   Sarsted, Nümbrecht, DE 
Sterile, pyrogenfreie Reaktionsgefäß  Sarsted, Nümbrecht, DE 
0.5 ml, 1.5 ml       
Sterile, pyrogenfreie Reaktionsgefäß  Eppendorf, Hamburg, DE 
5 ml  
Spritze Discardit II 25 ml Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, US 
Whatman Linsenreinigungstücher GE Healthcare, Chalfont St Giles, GB 
Zellkulturbeutel VueLife 25 ml, 50 ml Saint-Gobain Performance Plactics, 
Gaithersburg, US 
Zellkulturplatte 48 Well   Techno Plastic Products, Trasadingen, CH 
Zellkulturplatte 96 Well   Eppendorf, Hamburg, DE  
Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml  Greiner Bio-One, Kremsmünster, AT 
3.2.3 Materialien und Chemikalien 
AB-Serum Rheumatologie Labor, Leipzig, DE 
Agarose Serva Electrophoresis, Heidelberg, DE 
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Bovines Serum Albumin (BSA)  Sigma Aldrich, Saint Louis, US 
Destilliertes steriles Wasser (Aqua dest.) B. Braun Melsungen, Melsungen, DE 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Serva, Heidelberg, DE 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt, DE 
Ficoll-Paque Plus    GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB 
Fötales Kälberserum (FKS) Life Technologies, Gibco, Carlsbad, US 
IL-1β ELISA Set II Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, US 
MEM Nicht-essentielle Aminosäuren Life Technologies, Gibco, Carlsbad, US 
100x  
MEM Vitamine Solution 100x  Life Technologies, Gibco, Carlsbad, US 
Monocyte Isolation Kit II   Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 
Natriumcarbonat >99 % Merck, Darmstadt, DE  
Natriumhydrogencarbonat >99 % Carl Roth, Karlsruhe, DE 
Natriumpyruvat 100 mM Life Technologies, Gibco, Carlsbad, US 
Paraformaledhyd (PFA)   Merck, Darmstadt, DE  
Penicillin-Streptomycin 100x Life Technologies, Gibco, Carlsbad, US 
Phosphat gepufferte Kochsalzlösung  Biochrom, Berlin, DE 
(PBS) 
PBS Dulbecco Pulver für 10 l   Biochrom, Berlin, DE 
TMB Substrate Reagent Set Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, US  
Trypanblau     Sigma Aldrich, St. Louis, US 
Türks-Reagenz    Merck, Darmstadt, DE 
Tween 20     Sigma Aldrich, St. Louis, US 
2-Mercaptoethanol 50 mM   Life Technologies, Gibco, Carlsbad, US 
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36 N Schwefelsäure    Merck, Darmstadt, DE 
3.2.4 Medien, Lösungen und Puffer 
Agarose-Lösung    1.5 % Agarose in RPMI1640 
Carbonat-Bindepuffer für 1 l   7.13 g Natriumhydrogencarbonat 
      1.59 g Natriumcarbonat  
      1 l Aqua dest. 
Fixierpuffer     4 % PFA in PBS 
Kalziumchlorid-Lösung 1 M CaCl2 in H2O 
LPS-Lösung 1 mg/ml in sterilem Aqua dest. 
Makrophagen Differenzierungsmedium 45.2 ml RPMI1640 
1 ml AB-Serum  
500 µl Penicillin-Streptomycin 100x 
48 µl 2-Mercaptoethanol 5 mM 
500 µl Natriumpyruvat 100 mM 
2.5 ml Natriumcarbonat 
50 µl Nicht-essenzielle Aminosäuren 100x 
200 µl Vitamin Lösung 100x 
Natriumcarbonat-Lösung 1 g Natriumcarbonat 
50 ml Aqua dest. 
PBS/0.3 mM EDTA 0.3 mM EDTA in PBS 
PBS/1 mM EDTA    1 mM EDTA in PBS 
PBS 10x PBS Dulbecco Pulver für 10 l 
1 l Aqua dest. 
RPMI1640 Life Technologies Gibco, Carlsbad, US  
Customized RPMI1640 1 mM Na2HPO4 Life Technologies Gibco, Carlsbad, US 
Separationsmedium 5 % FKS 
2 mM EDTA in PBS 
Waschpuffer für FACS und Mikroskopie 1 % BSA in PBS 
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Waschpuffer ELISA für 1 l 900 ml Aqua dest. 
100 ml 10x PBS 
0.05 % bzw. 1 % Tween 20   
2 N Schwefelsäure 340 ml Aqua dest. 
20 ml 36 N Schwefelsäure  
3.2.5 Stimulanzien und Inhibitoren 
Cytochalasin D    Cayman Chemicals, Ann Arbor, US  
Kalziumchlorid    Merck, Darmstadt, DE    
LPS 5x106 EU    InvivoGen, Toulouse, FR 
3.2.6 Fluoreszenzfarbstoffe 
Alexa Fluor 488 Carboxylic Acid   Life Technologies, Carlsbad, US 
triethylammoniumsalt (AF488)      
Calcein     Sigma Aldrich, St. Louis, US 
Dextran-Fluorescein 70 kDA   Life Technologies, Carlsbad, US 
(FITC-Dextran)  
Tetramethylrhodamine-Dextran 70 kDa Life Technologies, Carlsbad, US 
(TRITC-Dextran)     
Propidiumiodid (PI)    Immunochemistry, Bloomington, US 
Hoechst33342     Immunochemistry, Bloomington, US 
3.2.7 Software 
BD FACS Diva 8.0.6 Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, US   
Cell Sens Entry Olympus, Tokyo, JP 
Citavi 6     Swiss Academic Software, Zürich, CH 
Microsoft Office Excel, Word 2010  Microsoft, Redmond, US  
FlowJo V10.1     FlowJo LLC, Ashland, US 
GraphPad Prism 8.0    GraphPad Software, La Jolla, US 




Abbildung 2: Auf Ficoll geschichtetes Blut vor und nach der Zentrifugation. In vier 50 ml 
Reaktionsgefäßen wurden je 25 ml verdünntes Blut auf 10 ml Ficoll geschichtet. Die Reaktionsgefäße sind nach 
dem Zeitpunkt des Auftragens von links (zuerst) nach rechts (zuletzt) aufgestellt. Je länger das Blut auf Ficoll 
verweilt, desto mehr Erythrozyten beginnen durch die Ficollschicht zu sinken (a). Nach der Zentrifugation ist die 
charakteristische Schichtung zu sehen. Von unten nach oben: Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen 
(dunkelrot), Ficoll (durchsichtig), die PBMCs enthaltende Interphase (weiß), bedeckt von PBS/0.3mM EDTA und 
Plasmaresten (gelblich) (b). 
SAP      SAP SE, Walldorf, DE 
Tecan Magellan V7.2    Tecan Group, Männedorf, CH 
Zen Pro 2.0      Carl Zeiss, Oberkochen, DE    
3.3 Methoden 
Im Folgenden werden die angewendeten Methoden allgemein beschrieben und deren Ver-
fahrensablauf genau wiedergegeben. 
3.3.1 Separation von PBMCs mittels Ficolldichtegradientenzentrifugation 
Zur Gewinnung von peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) aus Vollblut wird die 
Ficolldichtegradientenzentrifugation genutzt. Zur Auftrennung des Blutes ist die Dichte der 
verschiedenen Zellen von besonderer Bedeutung. PBMCs und Thrombozyten haben eine 
niedrigere Dichte als Granulozyten und Erythrozyten. Verdünntes Blut wird auf Ficoll-
Paque Plus (GE Healthcare) geschichtet und zentrifugiert. Ihrer Dichte entsprechend 
werden die Zellen aufgetrennt: Erythrozyten und Granulozyten liegen unterhalb des Ficolls, 
die weniger dichten PBMCs und Thrombozyten liegen dem Ficoll auf. Den mononukleären 
Zellen aufgelagert sind PBS/0.3 mM EDTA und Plasmareste, siehe Abbildung 2. 
Der patentierte Mehrfachzucker Ficoll fungiert als Dichtegradient. Diese saubere 
Auftrennung der Zellen erlaubt es, die PBMCs enthaltende Interphase mit einer 
Pasteurpipette abzunehmen. Durch zwei Waschgänge wird sowohl die 
Thrombozytenanzahl als auch der Anteil des restlichen Ficolls reduziert. 
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EDTA-Vollblut aus drei 9 ml EDTA-Monovetten wurde in einem 50ml Reaktionsgefäß 
zusammengeführt und bei 401 g für 10 min bei 21°C zentrifugiert. Das Plasma wurde 
verworfen und die verbleibenden korpuskulären Anteile mit PBS/0.3 mM EDTA auf 50 ml 
verdünnt. Auf 10 ml Ficoll wurden 25 ml der Blutverdünnung vorsichtig aufgeschichtet. 
Der entscheidende Schritt der Dichtegradientenzentrifugation erfolgte bei 726 g für 21 min 
bei 21°C, ohne Verwendung der Rotorbremse. Im Anschluss wurden die PBMCs 
vorsichtig abgenommen und mit kaltem PBS/0.3 mM EDTA auf 50 ml verdünnt. Nach 
einem ersten Waschschritt bei 497 g für 8 min bei 4°C und einem zweiten Waschschritt bei 
318 g für 8 min bei 4°C wurden die gewonnenen PBMCs mit Türks-Reagenz gefärbt und 
in der Neubauerzählkammer quantifiziert. Türks-Reagenz lysiert verbliebene Erythrozyten 
und färbt die Zellmembran der Leukozyten für eine bessere Sichtbarkeit.  
Die folgend genannten Waschgänge entsprechen, sofern nicht weiter beschrieben, dem hier 
Zweitgenannten.  
3.3.2 Separation von Monozyten mittels negativer Magnetseparation 
PBMCs weisen unterschiedliche Oberflächenmarker auf, die sehr spezifisch für die Zellen 
sind. An die Oberflächenmarker können Antikörper binden und damit die jeweiligen 
Zellen markieren. Durch die Magnetseparation werden alle markierten Zellen aus der Zell-
suspension entfernt. Werden Antikörper verwendet, die keine Bindung mit Monozyten 
eingehen, jedoch mit allen anderen PBMCs, befinden sich im Säulendurchfluss prinzipiell 
ausschließlich Monozyten. Es erfolgt eine negative Separation. 
Für die Separation wurde das Monocyte Isolation Kit II (Miltenyi Biotec) verwendet. Pro 
1x107 PBMCs wurden 30 µl Separationsmedium mit 10 µl FcR Blocking Reagenz und 
10 µl Biotin Antikörper Mix für 10 min bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden 30 µl 
Separationsmedium sowie 20 µl Antibiotin Microbeads hinzugefügt und unter gleichen 
Bedingungen für 15 min inkubiert. Nach einem Waschgang wurden die Zellen in 1 ml 
Separationsmedium aufgenommen und auf die Magnetsäule gegeben. Die Monozyten 
wurden mit weiteren 9 ml Separationsmedium aus der Säule gespült. Die mit Trypanblau 
angefärbten Monozyten wurden anschließend in der Neubauerzählkammer quantifiziert. 
Trypanblau durchdringt nur perforierte Zellmembranen, sodass tote Zellen deutlich zu 
erkennen sind. Frisch isolierte Monozyten wurden immer am selben Tag verwendet und 
auf Eis im Pellet gelagert. 
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3.3.3 Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen in Zellkulturbeuteln 
In vivo wandern Monozyten aus dem Blutstrom in das Gewebe ein und differenzieren dort 
zu Makrophagen. Um diesen Reifungsprozess in vitro nachzustellen, werden Monozyten 
im Differenzierungsmedium, siehe 3.2.4, und in einem Zellkulturbeutel ruhend bei 37°C 
und 5 % CO2 inkubiert. Die an der Beutelwand adhärenierenden Zellen differenzieren 
durch die Ingredienzen, wie allogenem AB-Serum, im Medium innerhalb einer Woche zu 
Makro-phagen. 
Je 1x107 Monozyten wurden in 25 ml Kulturmedium aufgenommen und mit einer Spritze 
über einen Bionecteur in einen Beutel überführt. Nach sieben Tagen Inkubation unter oben 
genannten Bedingungen wurden die Makrophagen geerntet. Dazu ruhte der Beutel 
zunächst 20 min auf Eis, damit sich an der Beutelwand befindliche Makrophagen lösen. 
Um alle Zellen zu mobilisieren, wurde der Beutel dann vorsichtig von beiden Seiten 
mechanisch bearbeitet. Unter Zuhilfenahme der Spritze wurden die Makrophagen dann in 
ein eiskaltes Reaktionsgefäß überführt und 250 µl 100 mM EDTA hinzugefügt. Der Beutel 
wurde mit eiskaltem 22.5 ml PBS/1 mM EDTA gewaschen und schließlich beides 
zusammengeführt. Nach Zugabe von 5 % FKS wurden die Zellen pelettiert und in 10 ml 
PBS/1 mM EDTA resuspendiert. Die Zellzahl wurde abermals mittels 
Neubauerzählkammer und Trypanblau bestimmt. 
3.3.4 Makropinozytose von Monozyten und Makrophagen in der 
Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie ist eine laserbasierte Methode zur Messung von 
Zelleigenschaften. Im Puffer befindliche Zellen werden vom Durchflusszytometer 
angesaugt und in eine Bahn gelenkt, sodass jede Zelle einzeln mit Laserlicht bestrahlt wird. 
Dabei wird durch Filter die Wellenlänge des Lichtes variiert, das auf eine Zelle trifft. Das 
durch eine Zelle gestreute Licht wird als Streustrahlung detektiert, wodurch Rückschlüsse 
auf Zelleigenschaften möglich werden. Das Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter = FSC) 
ist Maß für die Größe einer Zelle und das Seitwärtsstreulicht (Side Scatter = SSC) für die 
Granularität. Darüber hinaus können Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden, die auf der 
Zelloberfläche, aber auch im Zellinneren detektiert werden können. Der 
Fluoreszenzfarbstoff wird durch Photonen eines Lasers auf ein höheres Energieniveau 
befördert. Der Zustand durch diese Anregung (Excitation) ist jedoch instabil, sodass das 
Niveau augenblicklich wieder abfällt und Energie in Form von Licht frei wird (Emission). 
Da jedoch nicht die vollständige Energie ausschließlich als Licht frei wird, ist dieses 
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energieärmer und besitzt eine längere Wellenlänge als das Anregungslicht. Dieser 
Unterschied erlaubt es, in einem Detektionskanal allein die Emission zu messen. An 
Antikörper gebundene Fluoreszenzfarbstoffe geben so Informationen über die Quantität 
des passenden Antigens auf und in einer Zelle preis. Nicht-Antikörper-gekoppelte 
Fluoreszenzfarbstoffe können hingegen verwendet werden, um beispielsweise 
Makropinozytose zu untersuchen, wie in der vorliegenden Arbeit. Dabei wird anhand der 
Intensität der Emission einer Zelle auf die stattgefundene Aufnahme des Farbstoffs 
geschlossen. 
Jedes Fluorochrom wird durch genau eine Wellenlänge optimal angeregt und strahlt Licht 
einer Wellenlänge maximal ab. Nach diesen Eigenschaften werden Laser, Filter und 
Detektionskanal am Durchflusszytometer gewählt. Um die Makropinozytose zu 
untersuchen, wurden die in Tabelle 1 zusammengefassten Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. 
Tabelle 1: Fluorochrome.  
Fluorochrom Maximale Excitation in nm Maximale Emission in nm 
AF488 500 525 
Calcein 470 509 
FITC-Dextran 494 521 
PI 535 617 
TRITC-Dextran 555 580 
AF488 = Alexa Fluor 488 Carboxylic Acid, FITC-Dextran = Fluorescein-Dextran, PI = Propidiumiodid, TRITC-
Dextran = Tetramethylrhodamine-Dextran 
Alle Proben wurden am Durchflusszytometer LSR II (BD Biosciences) mit dem blauen 
Laser Blue Octagon mit 488 nm Wellenlänge und 20 mW Laserkraft gemessen. Die Filter 
der Kanäle sind Tabelle 2 zu entnehmenden. Pro Probe wurden im definierten Messfenster 
je 10.000 Ereignisse aufgenommen. AF488, Calcein und FITC-Dextran wurden im FITC-
Kanal, PI und TRITC-Dextran im PE-Kanal detektiert. 
Tabelle 2: Messbreite des blauen Lasers.  
Laser Kanal Bandpassfilter Langpassfilter 
Blue Octagon  
FITC 530/30 505LP 
PE 575/26 550LP 
SSC 488/10  - 
3.3.4.1 Makropinozytose von Calcein in Monozyten 
Eine Zellkulturplatte mit 48 Kavitäten wurde mit Agarose beschichtet. Durch die zu 1.5 % 
in Zellkulturmedium gelöste Agarose wird die Adhäsion der Zellen verhindert. Pro Kavität 
wurden je 4x105 Monozyten in 400µl RPMI1640/10 % FKS ausgesetzt. Es folgten die Zu-
gabe von 15 µM Calcein und die Stimulation der Zellen mit 100 ng/ml LPS und 0 mM bis 
2.5 mM CaCl2. CaCl2 wurde mit RPMI1640/10 % FKS zu 100 mM vorverdünnt. Nach 
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einer Inkubationszeit von 45 min im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 wurden die Zellen 
der Platte entnommen und zweimal in eiskaltem PBS/1 % BSA gewaschen. Die 
Zentrifugation hierbei erfolgte bei 400 g für 5 min bei 4°C. Die Zellen wurden mit 200 µl 
eiskaltem PBS/1 % BSA resuspendiert und umgehend am Durchflusszytometer gemessen. 
Die Messergebnisse der ersten 10.000 Monozyten wurden aufgenommen und ausgewertet. 
Um die Intensität des Fluoreszenzfarbstoffes zu erhalten, wurde unter abgedunkelten 
Bedingungen gearbeitet. 
Der geschilderte Ablauf fand zusätzlich unter folgenden Abwandlungen statt: Die 
Inkubationszeit fand ebenfalls für 30 min und 60 min statt. Für die Inkubationszeit von 
45 min wurde anstelle des 5.6 mM Na2HPO4 enthaltenden Standard RPMI1640 
(phosphatreich) auch 1 mM Na2HPO4 enthaltendes RPMI1640 (phosphatreduziert) 
verwendet. Anstelle von Calcein wurden ebenso 10 µg/ml AF488, 125 µg/ml FITC-
Dextran und 125 µg/ml TRITC-Dextran eingesetzt, um die Makropinozytose zu betrachten.  
3.3.4.2 Makropinozytose fluoreszenzgefärbter Kalziumproteinpartikel in 
Monozyten und Makrophagen 
Zur Herstellung der CPPs wurde RPMI1640 (5.6 mM Na2HPO4)/10 % FKS mit 15 µM 
Calcein gefärbt. In 1.5 ml Reaktionsgefäßen wurden 2.5 mM CaCl2 zu je 200 µl gefärbtem 
Medium zugegeben. CaCl2 wurde mit sterilem Wasser zu 100 mM vorverdünnt. Nach 2 h 
Zentrifugation bei 16.000 g und 21°C wurde der Überstand komplett abgenommen und je 
ein Pellet CPPs mit 50 µl RPMI1640 (1 mM Na2HPO4)/10 % FKS resuspendiert. Auf einer 
mit Agarose beschichteten Zellkulturplatte mit 48 Kavitäten wurden pro Kavität 6x106 
Monozyten in 300 µl RPMI1640 (1 mM Na2HPO4)/10 % FKS ausgesetzt und 100 µl der 
CPP-Suspension hinzugegeben. Die Stimulation, Waschschritte und Messung erfolgten 
wie unter 3.3.4.1 beschrieben. 
Die Verwendung von Makrophagen unterschied sich nur in wenigen Punkten von der von 
Monozyten. Zum einen wurden aufgrund des größeren Zellvolumens pro Kavität nur 2x105 
Zellen ausgesetzt. Zum anderen erfolgte eine 15 minütige Präinkubation der Makrophagen 
auf Agarose in RPMI1640 (1 mM Na2HPO4)/10 % FKS im Brutschrank. Darüber hinaus 
erforderte das häufigere Aufkommen von toten Zellen in der Durchflusszytometrie die 
Verwendung von PI, um tote Zellen als solche zu identifizieren. PI wurde unmittelbar vor 
dem Messen einer Probe zu 0.5 µg/ml hinzugefügt. 
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3.3.4.3 Inhibition der Makropinozytose in Monozyten 
Die Makropinozytose kann gehemmt werden, indem die Funktionalität des Zytoskeletts 
eingeschränkt wird. Bei 4°C ist die Zelle weit vom physiologischen Temperaturoptimum 
entfernt, sodass die Aktinpolymerisation und -depolymerisation nicht mehr ablaufen 
können. Eine weitere Möglichkeit bietet das Mykotoxin Cytochalasin D. Es zerstört 
Aktinmikro-filamente und verhindert ebenfalls den Aktinauf- und -abbau. 
Die Makropinozytose wurde bei 4°C inhibiert, indem das verwendete 
RPMI1640/10 %FKS und die mit Agarose beschichtete Zellkulturplatte vorgekühlt wurden. 
Während der Inkubationszeit von 45 min lag die Platte auf Eis. Die CO2 Konzentration 
entsprach dabei dem atmosphärischen CO2-Gehalt der Umgebungsluft. Für die 
Kontrollansätze bei 37°C wurde RPMI1640/10 %FKS bei RT verwendet und die Zellen im 
Brutschrank mit 5 % CO2-Gehalt inkubiert.  
Für die Verwendung von Cytochalasin D wurden 4x105 Monozyten pro Kavität in 400 µl 
RPMI1640/10 % FKS mit 1.25 µM des Inhibitors für 15 min im Brutschrank präinkubiert. 
Die Kontrollansätze wurden mit DMSO präinkubiert.  
Nach Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes, der Stimulation und den Waschschritten, siehe 
3.3.4.1. und 3.3.4.2, wurden die Zellen am Durchflusszytometer unter Zugabe von 
0.5 µg/ml PI gemessen.  
3.3.4.4 Auswertung der am Durchflusszytometer generierten Rohdaten mit FlowJo 
Die am Durchflusszytometer generierten Daten wurden mit dem Programm FlowJo V10.1 
ausgewertet. Die Auswertung erfolgte unter Betrachtung der Punktdarstellung, bei der 
jeder Punkt einem gemessenen Ereignis entspricht. Zunächst wurden alle gemessenen 
Ereignisse ihrer Fläche (A) im FSC (x-Achse) und ihrer Höhe (H) im FSC (y-Achse) 
entsprechend betrachtet und die Population der einzeln vorliegenden Zellen markiert. So 
wurden Zellaggregate ausgeschlossen, siehe Abbildung 3a. In der Abbildung der 
Einzelzellen, FSC-A (x-Achse) und SSC-A (y-Achse), wurden im nächsten Schritt die 
PBMCs ausgewählt. Damit einhergehend wurden Zelltrümmer, Thrombozyten und durch 
eine unsaubere Separation eventuell noch vorhandene Granulozyten exkludiert, siehe 
Abbildung 3b. Innerhalb der PBMCs konnte in gleicher Betrachtungsweise nun die 
Population der Monozyten festgelegt werden, siehe Abbildung 3c. Bei Gebrauch von PI 
wurde im Anschluss zusätzlich die Population der PI-negativen vitalen Zellen innerhalb 
der Monozyten bestimmt. Dazu wurde die FSC-A (x-Achse) der Monozyten gegen die PI-
Fluoreszenz darstellende Comp-PE-A (y-Achse) aufgetragen, siehe Abbildung 3d. FlowJo 





Abbildung 3: Definition der Monozytenpopulation mit FloJow. Von 4x105 für 45 min mit 100 ng/ml LPS 
inkubierten Monozyten wurden in einem definierten Fenster 10.000 Ereignisse am LSRII BD gemessen. 
Gezeigt ist die Darstellung aller gemessenen Ereignisse im FSC, ausgewählt sind die Einzelzellen, deren 
Anteil von allen Ereignissen 95.9 % beträgt (a). 66.9 % der Einzelzellen entsprechen PBMCs, die im FSC 
gegen SSC aufgetragen und markiert sind (b). Von den in b ausgewählten PBMCs, bilden 89.9 % die 
Population der Monozyten (c). 99.9 % stellen sich im PE betrachtet als PI-negativ und somit vital dar (d).  
 
gibt den Median der Fluoreszenzaufnahme der definierten Population der Monozyten bzw. 
der vitalen Monozyten an. Der Median steht für die median fluorescence intensity. 
Um die Fluoreszenz mehrerer Proben miteinander zu vergleichen, kann ein Bereich auf der 
FITC-A-Achse bestimmt werden, in dem alle Zellen als positiv definiert sind. FITC-A 
bildet die x-Achse und die Zellanzahl (count) die y-Achse. In dem Bezugshistogramm 
wurde eine Teilmenge markiert, die die 5 % der FITC-positivsten Monozyten einschließt. 
Dieser Marker wurde in das Vergleichshistogramm kopiert, siehe Abbildung 4a und b. 
Daraus ergaben sich Prozentwerte, die angeben, wie viele Zellen der Gesamtpopulation 
innerhalb des definierten Bereiches liegen. Zur Auswertung der Inhibition der 
Calceinaufnahme wurde der Marker Calcein-Teilmenge jeweils einzeln für Cytochalasin D 
und DMSO, in dem Histogramm als „LPS“ definiert und in das Histogramm 
„LPS+2.5 mM CaCl2“ übertragen.  




Abbildung 4: Prozentuale Auswertung der FITC-positiven Zellen mit FlowJo. Für 45 min wurden 4x105 
Monozyten mit 15 µM Calcein, 100 ng LPS (a, b), sowie 0.85 mM CaCl2 (b) inkubiert. Die Fluoreszenz (Comp-
FITC-A) der Monozyten ist auf der x-Achse, die Zellanzahl (Count) auf der y-Achse abgebildet. Die ca. 5 % 
Calcein-positivsten Monozyten sind durch den Marker Calcein Teilmenge festgelegt (a). Der in a definierte 
Marker ist in das Histogramm der Probe b übertragen worden und zeigt im direkten Vergleich, dass 25.3 % 
der Monozyten in Probe b als Calcein-positiv zu werten sind (b).  
 
3.3.5 Makropinozytose von Monozyten in der Fluoreszenzmikroskopie 
Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine Sonderform der Lichtmikroskopie. Um Bilder zu 
generieren, wird jedes verwendete Fluorochrom einzeln mit der erforderlichen 
Wellenlänge bestrahlt. Das daraufhin emittierte Licht wird unter Ausschluss weiteren 
Lichtes detektiert und abgebildet. Um Streulichteinfall zu vermindern und 
kontrastschärfere Bilder zu erzeugen wird das Apotome (Zeiss) genutzt. Es erzeugt durch 
mehrere Einzelbilder aus je drei verschiedenen Ebenen automatisch ein präzises 
Schnittbild der eingestellten Fokusebene. Zur Darstellung der Makropinozytose wurden 
analog zur Durchflusszytometrie mit Calcein gefärbte CPPs verwendet, zur Kernfärbung 
Hoechst33324. 
In einer optischen 24-Well Platte wurden je 5x105 Monozyten in 250 µl RPMI1640 
(1 mM Na2HPO4) für 60 min im Brutschrank ultraadhäriert. Nach einem Medienwechsel 
zu 300 µl RPMI1640 (1 mM Na2HPO4)/10 % FKS pro Kavität erfolgte die Zugabe von 
100 µl resuspendierten CPPs. Die CPPs wurden entsprechend 3.3.4.2 hergestellt, jedoch 
mit der abweichenden Calceinkonzentration von 30 µM. Nach Stimulation mit 100 ng/ml 
LPS und 2,5 mM CaCl2 für 30 min im Brutschrank wurde zur Färbung des Zellkernes 
1 µg/ml Hoechst33324 hinzugefügt. Nach weiteren 15 min Inkubation wurde die optische 
Platte zweifach mit raumwarmem PBS gewaschen. Mit 400 µl PBS/4 % PFA wurden die 
Monozyten für 15 min fixiert. Es folgten drei Waschschritte mit PBS. Abschließend 
wurden die Kavitäten mit 200 µl PBS bedeckt und mikroskopiert. 
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Mit dem Mikroskop Axio Observer Z1 (Zeiss) unter Verwendung des Apotomes (Zeiss) 
und dem zugehörigen Programm Zen Pro (Zeiss) wurden die Bilder bei 63x Vergrößerung 
(C-Apochromat 63x/1.20 W Korr UV VIS IR) unter Verwendung von Immersionsöl 
generiert. Die Belichtungszeit für die Calcein gefärbten CPPs betrug 3000 ms. Mit 493 nm 
wurde die maximale Anregung erzielt, mit 517 nm die maximale Emission gemessen. Die 
Kernfärbung mit Hoechst33324 wurde für 50 ms bei 348 nm maximal anregend belichtet 
und dessen maximale Emission bei 455 nm detektiert. Die Bilder wurden innerhalb des 
Programmes auf gleiche Weise bearbeitet, um die unspezifische Hintergrundfärbung weiter 
zu reduzieren. 
3.3.6 Bestimmung der Interleukin-1β-Produktion von Monozyten und 
Makrophagen mittels ELISA 
Die IL-1β-Produktion in Monozyten und Makrophagen wurde mittels Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) bestimmt. Der ELISA ist ein Nachweisverfahren für 
Proteine. Dabei wird das immunologische Prinzip der spezifischen Antigen-
Antikörperbindung zur quantitativen Messung von beispielsweise Zytokinen genutzt. Eine 
Form ist der direkte Sandwich-ELISA. Dabei wird der Boden der Kavitäten einer Platte 
mit einem Fänger-antikörper beschichtet, der gegen das zu detektierende Protein gerichtet 
ist. Mit einem proteinreichen Puffer werden unspezifische Bindungsstellen blockiert, bevor 
die Proben aufgetragen werden. Das in der Probe befindliche Zielantigen geht eine 
Antigen-Antikörperbindung ein und ist dadurch fest in der Kavität verankert. Das präsente 
Zielprotein kann nun durch den Detektionsantikörper gebunden werden. Der 
Detektionsantikörper wird mit der Enzymreagenz Streptavidin-Meerettich-Peroxidase 
konjugiert, die das dann zugegebene Substrat TMB oxidiert. Je mehr Oxidation stattfindet, 
desto blauer wird TMB gefärbt. Durch die Zugabe von verdünnter Schwefelsäure wird die 
Oxidationsreaktion abgestoppt und es erfolgt ein Farbumschlag von blau zu gelb. Eine 
photometrische Messung im Plattenlesegerät gibt die Quantität des oxidierten TMBs an 
und erlaubt eine Aussage über die Konzentration des Proteins. 
Die Zellen wurden zur IL-1β-Produktion stimuliert. Je 3x105 Monozyten wurden zum 
einen in 200 µl RPMI1640/10 % FKS (5.6 mM Na2HPO4) zum anderen in 200 µl 
RPMI1640/10 % FKS (1 mM Na2HPO4) in eine Kavität einer 96-Well Platte gegeben. 
Stimuliert wurde entsprechend 3.3.4.1. Nach 16 h Inkubation im Brutschrank wurden am 
Folgetag 190 µl des Überstands abgenommen und bei -80°C gelagert. 
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Analog zu den Versuchen für die Durchflusszytometrie wurden die Monozyten ebenso mit 
CPPs inkubiert. Von 3.3.4.2 abweichend, wurde zur CPPs-Herstellung kein Calcein 
verwendet. Darüber hinaus wurde ein CPP-Pellet in nur 20 µl RPMI1640/10 % FKS 
(1 mM Na2HPO4) resuspendiert. Um eine einfache CPP-Konzentration zu erreichen, 
wurden je 3x105 Monozyten in 180 µl RPMI1640/10 % FKS (1 mM Na2HPO4) pro Kavität 
einer 96-Well Platte aufgetragen und mit 20 µl resuspendierten CPPs versehen. Um eine 
doppelte CPP-Konzentration zu erreichen, wurden je 3x105 Monozyten in 160 µl 
RPMI1640/10 % FKS (1 mM Na2HPO4) pro Kavität aufgetragen und mit 40 µl 
resuspendierten CPPs versehen. Alle weiteren Schritte entsprechen den oben genannten. 
Es wurden ebenfalls Makrophagen zur IL-1β-Produktion stimuliert. Dabei unterschied sich 
ausschließlich die Zellzahl. Es wurden 1x105 Makrophagen pro 200 µl Gesamtvolumen in 
eine Kavität ausgesetzt. 
Für den ELISA wurde das Human IL-1β ELISA Set II (BD OptEIA) verwendet. Zur 
Durchführung wurde der Anti-human IL-1β Fängerantikörper 1:250 in Carbonat-
Bindepuffer verdünnt und damit eine 96 Well MaxiSorp Platte (Thermo Fisher Scientific) 
mit 100 µl pro Kavität beschichtet. Nach der Inkubation über Nacht bei 4°C wurde die 
Platte dreimal mit 150 µl PBS/0.05 % Tween pro Kavität gewaschen. Es folgte eine 
einstündige Blockierung mit 125 µl PBS/10 % FKS bei RT auf dem Schüttler. 
Währenddessen wurden die Proben aufgetaut und nach dem Tabelle 3 zu entnehmenden 
Schema in RPMI1640/10 % FKS verdünnt. Die Verdünnung hing davon ab, in welchem 
RPMI1640 (Kopfzeile) und unter welcher Bedingung (Spalte links) die Zellen stimuliert 
wurden. 
Mit rekombinantem humanem IL-1β wurde mit RPMI1640/10 % FKS eine Standard-
verdünnungsreihe von 250 pg/ml bis 0 pg/ml angefertigt. Mit einem Waschgang wurde die 
Blockierung unspezifischer Bindestellen beendet und vom Standard bzw. der verdünnten 
Probe je 100 µl pro Kavität in technischen Duplikaten aufgetragen. Auf dem Schüttler 
inkubierte die Platte für 2 h. Nach fünf Waschschritten wurden in PBS/10 % FKS der 
sekundäre biotinylierte anti-human IL-1β Detektionsantikörper 1:1000 sowie das Enzym 
Reagenz Streptavidin-Meerettich-Peroxidase Konjugat 1:250 verdünnt und davon 100 µl 
pro Kavität aufgetragen. Nach einer einstündigen Inkubation bei RT auf dem Schüttler und 
sieben Waschschritten mit PBS/0.1 % Tween20 erfolgte die Zugabe von 100 µl pro 
Kavität verhältnisgleichem Substrat Reagenz A und Substrat Reagenz B (BD OptEIA). 
Nach 10 - 15 min abgedunkelter Inkubation bei RT, wurde die Farbreaktion mit 50 µl 2 N 
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Schwefelsäure pro Kavität beendet. Unmittelbar im Anschluss wurden die Extinktionen 
der einzelnen Kavitäten mit dem Plattenmessgerät TECAN infinite M200 (Tecan) und der 
Software Tecan magellan V7.2 (Tecan) bei 450 nm bestimmt. 
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Tabelle 3: Verdünnungen zur Bestimmung der IL-1β-Produktion im ELISA. 
Monozyten 
1 mM Na2HPO4 5.6 mM 





LPS+0.5 mM CaCl2 
1:100 
LPS+0.85 mM CaCl2 1:100 
LPS+1.5 mM CaCl2 1:200 
LPS+2.5 mM CaCl2 1:400 
0mM CaCl2 
1:2 
2.5 mM CaCl2 
Makrophagen 
1 mM Na2HPO4 5.6 mM 





LPS+0.5 mM CaCl2 
1:50 
LPS+0.85 mM CaCl2 
LPS+1.5 mM CaCl2 
LPS+2.5 mM CaCl2 
0 mM CaCl2 
1:2 
2.5 mM CaCl2 
CPPs = Kalziumproteinpartikel. 
Die Auswertung erfolgte mit Excel. Durch die bekannte Proteinkonzentration des IL-1β 
Standards, wurde mit einer linearen Regression die produzierte Menge IL-1β der Proben in 
pg/ml bzw. ng/ml berechnet. 
An dieser Stelle sei zusammengefasst, in welcher Konzentration die CPPs in den bereits 
erläuterten Methoden eingesetzt wurden, siehe Tabelle 4. 





































EG = 1.5 ml Eppendorfgefäß. 
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3.3.7 Erhebung des DAS28 
Der Disease Activity Score 28 (DAS28) wurde von der EULAR entwickelt, um eine 
standardisierte Erfassung der Krankheitsaktivität von RA-Patienten zu ermöglichen. Es ist 
ein dynamischer Wert, der den aktuellen Zustand zum Erhebungszeitpunkt abbildet und, 
im weiteren Verlauf neu erhoben, Aussagen über Therapieansprechen und 
Krankheitsverlauf eines einzelnen Patienten treffen kann. Aufgrund der subjektiven 
Komponente ist er nur bedingt dazu geeignet, den Gesundheitszustand verschiedener 
Individuen zu vergleichen. Da auf die subjektive Wahrnehmung jedoch nicht verzichtet 
werden kann, stellt der DAS28 dennoch den geeignetsten Test dar. 
Es wurden 28 Gelenke (Fingergrund-, Daumengrund-, Daumenend-, Hand-, Ellenbogen-, 
Schulter- und Kniegelenke) auf Druckschmerz und auf Schwellung untersucht. Der Patient 
wurde gebeten, auf einer 10 cm messenden visuellen Analogskala (VAS) seine Krankheits-
aktivität anzugeben. Im Blut wurde der Wert für C-reaktives Protein (CRP) bestimmt, um 
eine Aussage über die systemische Entzündung einfließen zu lassen. Die Anzahl der 
geschwollenen und die der druckschmerzhaften Gelenke, der in mm abgelesene Wert auf 
der VAS und der Wert für CRP in mg/l wurden mit Hilfe des online bereitgestellten 
DAS28-CRP Calculator 1.1 zum DAS28 verrechnet (87). Das Ergebnis ist ein Zahlenwert, 
der < 2.6 für klinische Remission steht und ≥ 5.1 für eine hohe Krankheitsaktivität. 
Zwischen 2.6 und 3.2 wird von niedriger, zwischen 3.2 und 5.1 von moderater 
Krankheitsaktivität gesprochen. 
3.3.8 Bestimmung von Laborparametern 
Alle Laborparameter wurden vom Institut für Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie 
und Molekulare Diagnostik der Universitätsmedizin Leipzig bestimmt. 
3.4 Statistische Auswertung 
Zur statistischen Auswertung aller erhobenen Daten und zur Erstellung der Graphen wurde 
die Software Prism 8 (GraphPad) verwendet. In einem ersten Schritt wurden die Daten auf 
Normalverteilung geprüft. Dabei wurde der Kolmogorov-Smirnov-Test verwendet. 
Um zu errechnen, ob sich zwei voneinander unabhängige Variablen signifikant 
unterscheiden, wurde für normalverteilte Daten der Student’s t-test verwendet. Für nicht 
normalverteilte Daten wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Die Korrelationen 
normalverteilter Daten wurden mit Hilfe des Pearson-Tests, die Korrelationen nicht 
normalverteilter Daten mit Hilfe des Spearman-Tests berechnet. 
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Das Signifikanzniveau wurde für α = p ≤ 0.05 festgelegt. Die simultane Testung mehrerer 
Bedingungen in den Experimenten erforderte eine Anpassung des Signifikanzniveaus für 
multiple Vergleiche. Dazu wurde die Korrekturformel nach Bonferroni verwendet. In den 
Abbildungen entspricht * = p ≤ 0.05, ** = p ≤ 0.009 und *** = p ≤ 0.0009. 




Die Ergebnisse der Vorversuche, der Studienexperimente und der Korrelations-
berechnungen werden in Sinnzusammenhänge gegliedert dargestellt. Vorweg werden die 
Kohorten Kontrollprobanden und RA-Patienten miteinander verglichen.  
4.1 Charakterisierung der Kohorten 
In die Studie wurden 29 Kontrollprobanden und 32 RA-Patienten einbezogen. Tabelle 5 ist 
zu entnehmen, dass im Mittel 52 % der Kontrollprobanden und 38 % der RA-Patienten 
Frauen waren. Das mittlere Alter der Kontrollprobanden betrug 58 Jahre, das der RA-
Patienten 63 Jahre. Im Alter unterschieden sich die Vergleichsgruppen nicht signifikant (p 
= 0.0768). Innerhalb der Patientenkohorte bestand die RA seit Diagnosestellung im Mittel 
seit neun Jahren. Mit einem CRP von 8.91 mg/l im Mittel lag der Entzündungswert in der 
RA-Kohorte oberhalb des Referenzwertes < 5 mg/l. Die Krankheitsaktivität war mit einem 
DAS28 im Durchschnitt von 3.6 mittelstark. Anti-CCP-Antikörper wiesen alle RA-
Patienten vor, zusätzlich 26 der 32 Patienten auch Rheumafaktoren. Die Therapie der RA 
zum Zeitpunkt der Studienteilnahme erfolgte bei 20 Patienten mit oralen Glukokortikoiden. 
MTX erhielten 22 Patienten, Sulfasalazin zwei Patienten. Einzelne Patienten wurden 
darüber hinaus mit Biologika therapiert. Insgesamt 15 Patienten erhielten supportiv 
Vitamin D. 
Vom Zentrallabor des Universitätsklinikums Leipzig wurden Blutwerte bestimmt. Dabei 
waren im Blut von 19 RA-Patienten signifikant mehr Monozyten (0.68 ± 0.29 *109/l) als 
im Blut der 21 Kontrollprobanden (0.51 ± 0.13 *109/l) nachweisbar, p = 0.0177. 
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Tabelle 5: Charakterisierung der Kohorten Kontrollprobanden und RA-Patienten.  
Parameter K RA 
Anzahl n  29 32 
Geschlecht n (%) 
weiblich 15 (52) 12 (38) 
männlich 14 (48) 20 (63) 
Alter in Jahren MW ± SD  58 ± 13 63 ± 14 
Dauer RA in Jahren MW ± SD   9 ± 10 
CRP in mg/l, (n = 30)   8.91 ± 11.03 
DAS28 MW ± SD   3.6 ± 1.2 
Anti-CCP-Antikörper n (%) 
positiv  32 (100) 
negativ  0 (0) 
Rheumafaktoren n (%)  
positiv  26 (81) 
negativ  6 (19) 
orale Glukokortikoide n (%)   20 (63) 
DMARD n (%) 
Metothrexat  22 (69) 
Sulfasalazin  2 (6) 
Biologika n (%) 
Adalimumab  1 (3) 
Etanercept  1 (3) 
Rituximab  3 (6) 
Tocilizumab  1 (3) 
Vitamin D n (%)   15 (48) 
n = Anzahl, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, K = Kontrollprobanden, RA = RA-Patienten, CRP = 
C-reaktives Protein, DAS28 = disease activity score 28, CCP = cyclic citrullinated peptide, DMARD = disease-
modifying anti-rheumatic drugs. 
Darüber hinaus wurden die Serumkonzentrationen für Kalzium und Phosphat erhoben, 
siehe Tabelle 6. In RA-Patienten war eine höhere Konzentration Gesamtkalzium messbar, 
die sich bei einem für multiple Vergleiche korrigierten α ≤ 0.0125 jedoch nicht signifikant 
vom Gesamtkalzium in Kontrollprobanden abhob. Die Werte für ionisiertes Kalzium, 
Albumin und anorganisches Phosphat waren in beiden Gruppen etwa gleich hoch. Die 
Werte befanden sich im jeweiligen Referenzbereich. 
Tabelle 6: Kalzium und Phosphat im Serum. 
Mittelwert ± Standardabweichung, n = Anzahl, K = Kontrollprobanden, RA = RA-Patienten, n.s. = nicht 
signifikant. 
  
Parameter Einheit K n RA n p 
Albumin g/l 44.99 ± 1.85 22 44.30 ± 2.81 23 n.s. 
Kalzium gesamt mmol/l 2.35 ± 0.06 22 2.40 ± 0.11 27 0.0442 
Kalzium ionisiert mmol/l 1.22 ± 0.04 11 1.22 ± 0.06 20 n.s. 
anorganisches 
Phosphat 
mmol/l 1.07 ± 0.17 22 1.11 ± 0.20 27 n.s. 
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4.2 Vorversuche zur Auswahl eines geeigneten Fluoreszenzfarbstoffes für 
die Detektion der Makropinozytose  
Die Auswahl eines Fluorochroms zur Detektion der Makropinozytose in Monozyten fand 
nach den folgenden Kriterien statt. Der Farbstoff sollte durchflusszytometrisch messbar 
sein und nach Aufnahme in die Zelle spezifisch das Zellinnere färben. In Vorversuchen der 
Arbeitsgruppe Experimentelle Rheumatologie am UKL wurde Calcein zur Untersuchung 
der Makropinozytose in Monozyten verwendet und daher zuerst getestet. 
Nach Stimulation von Monozyten mit LPS und Kalzium bei idealen Inkubations-
bedingungen (37°C, 5 % CO2) wurde in der Durchflusszytometrie eine höhere 
Fluoreszenzintensität gemessen als nach Stimulation ohne Kalzium (p = 0.0152). Während 
bei 4°C Inkubationstemperatur keine kalziumabhängige Zunahme der 
Fluoreszenzintensität beobachtet wurde. Bei niedriger Inkubationstemperatur war nach 
Stimulation mit LPS und Kalzium signifikant weniger Fluoreszenzintensität messbar als 
bei 37°C (p < 0.0001), siehe Abbildung 5a. Die Zunahme der Fluoreszenz nach 
Kalziumstimulation ist demnach nicht als unspezifische Färbung der Zelloberfläche, 
sondern als Färbung des Zellinneren zu werten. 
Neben der Inhibition der Farbstoffaufnahme durch Absenken der Inkubationstemperatur 
wurde Cytochalasin D verwendet, das die zur Makropinozytose nötige Umlagerung des 
Aktins verhindert. Die kalziumstimulierte Aufnahme von Calcein wurde durch Prä-
inkubation mit Cytochalasin D deutlich verringert. Ohne Kalziumzugabe führte der 
Inhibitor der Makropinozytose nicht zu geringerer Fluoreszenzintensität im Vergleich zur 
DMSO-Kontrolle, siehe Abbildung 5b. Die prozentuale Auswertung der mittleren 
Fluoreszenz-intensität veranschaulicht die Hemmung der kalziumabhängigen Färbung des 
Zellinneren durch Cytochalasin D deutlicher, siehe Abbildung 5c. 
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Abbildung 5: Inhibition der kalziumstimulier-
ten Makropinozytose von Calcein in Mono-
zyten. Abgebildet sind der Mean und der Stan-
dardfehler. 4x105 Monozyten von gesunden 
Probanden wurden bei 37°C bzw. 4°C für 
45 min mit 100 ng/ml LPS und 2.5 mM CaCl2 
unter Zugabe von 15 µM Clacein stimuliert (a). 
4x105 Monozyten wurden bei 37°C 15 min mit 
Cyt. D bzw. DMSO präinkubiert. Es folgten die 
Stimulation mit 100 ng/ml LPS und 2.5 mM 
CaCl2 sowie die Zugabe von 15 µM Clacein. Die 
Inkubationszeit betrug 45 min (b, c). LPS = 
Lipopolysaccharid, Cyt. D = Cytochalasin D, 
DMSO = Dimethylsulfoxid. 
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Es wurde überprüft, ob AF488, FITC oder TRITC eine Alternative zu Calcein darstellten, 
um die Makropinozytose zu untersuchen. Die Verwendung von AF488 zeigte in Analogie 
zur Verwendung von Calcein eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensität der 
Monozyten nach Kalziumstimulation. Das bedeutet der Anteil der Monozyten, die 
Farbstoff aufgenommen haben bzw. die Menge des aufgenommenen Fluoreszeins wurde 
erhöht. Die Inkubation bei 4°C führte ebenso zu einer klaren Reduktion der AF488-
Aufnahme, siehe Abbildung 6a. 
Die Verwendung von FITC- und TRITC-markiertem Dextran führte in der Durchfluss-
zytometrie zu keinem messbaren Anstieg der Fluoreszenzintensität nach 
Kalziumstimulation, siehe Abbildung 6b und c. Zusätzlich resultierte die Inkubation der 
Monozyten bei 4°C mit TRITC-Dextran nicht in reduzierter Fluoreszenzintensität, siehe 
Abbildung 6b. Möglicherweise führte eine Bindung von Dextran an den Mannoserezeptor 
auf der Zelloberfläche von Monozyten zu den unspezifischen Ergebnissen. Auf Grundlage 
dieser Vorversuche und der Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Experimentelle Rheumatologie 
am UKL wurde zur Untersuchung der Makropinozytose in dieser Studie Calcein gewählt.  

















































































4.3 Stimulation von Monozyten mit Kalzium zur Makropinozytose und 
Interleukin-1β-Produktion 
Frisch isolierte Monozyten von Kontrollprobanden und RA-Patienten wurden mit LPS und 
Kalzium stimuliert. In der Durchflusszytometrie wurde die daraus resultierende Makro-
pinozytose detektiert, im ELISA wurde die IL-1β-Sekretion quantifiziert. Für beide 
Methoden wurden die Zellen jeweils in zwei verschiedenen Medien stimuliert, zum einen 
in einem 5.6 mM Phosphat enthaltenden Medium, zum anderen in einem Medium mit 
1 mM Phosphatgehalt. 
4.3.1 Kalziumstimulierte Calceinaufnahme von Monozyten 
Die Kohorten Kontrollprobanden und RA-Patienten werden hinsichtlich der Makro-
pinozytose von Calcein nach Kalziumstimulation untersucht und miteinander verglichen. 
Zunächst wurde dafür Standard-RPMI1640 verwendet, welches 5.6 mM Phosphat enthält. 
Abbildung 6: Kalziumstimulierte Aufnahme von 
AF488 und fluoreszenzmarkierten Dextranen 
und in Monozyten. Abgebildet sind der Mean und 
der Standardfehler. 4x105 Monozyten von 
gesunden Probanden wurden bei 37°C bzw. 4°C 
für 45 min mit 100 ng/ml LPS und 2.5 mM CaCl2 
unter Zugabe von 10 µg/ml AF488 (a) bzw. 
125 µg/ml TRITC-Dextran (b) stimuliert. 4x105 
Monozyten wurden bei 37°C für 45 min mit 
100 ng/ml LPS und 0.5 mM, 0.85 mM und 2.5 mM 
CaCl2 unter Zugabe von 125 µg/ml FITC-Dextran 
stimuliert (c). LPS = Lipopolysaccharid. 
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In beiden Gruppen führte eine Stimulation der Monozyten mit Kalzium zu mehr 
Calceinaufnahme. In der Gruppe der Kontrollprobanden ist die Steigerung der 
Makropinozytose 30 min nach Stimulation mit LPS+1 mM CaCl2 (p = 0.05) und mit 
LPS+2.5 mM CaCl2 (p = 0.0203) deutlich angestiegen, in Bezug auf die Calceinaufnahme 
nach Stimulation mit LPS ohne Kalziumzugabe. Auch in Monozyten von RA-Patienten ist 
bereits nach 30 min eine kalziumabhängige Steigerung nach Stimulation mit LPS+1.5 mM 
CaCl2 (p = 0.0275) und mit LPS+2.5 mM CaCl2 (p = 0.0012) zu erkennen. Nach 
Anwendung der Bonferroni-Korrektur für multiple Vergleiche ist α ≤ 0.01 und nur das 
letztgenannte Ergebnis signifikant. Ohne LPS-Zugabe war ebenfalls ein signifikanter 
kalziumabhängiger Zuwachs der Calceinaufnahme zu beobachten (K p = 0.0107, RA p = 
0.0084). Zwischen den Monozyten von RA-Patienten und Kontrollprobanden war nach 
30 min Inkubation kein Unterschied der kalziumstimulierten Calceinaufnahme sichtbar, 
siehe Abbildung 7a. 
Nach einer Stimulationszeit von 45 min war bereits bei sehr geringen Konzentrationen ein 
Anstieg der Calceinaufnahme in Monozyten von RA-Patienten sichtbar (LPS+0.85 mM 
CaCl2 RA p = 0.0343 und LPS+1 mM CaCl2 RA p = 0.0491). Aufgrund des korrigierten α 
≤ 0.01 war in Monozyten beider Gruppen der Anstieg nur nach Stimulation mit höheren 
Kalziumkonzentrationen signifikant (LPS+1.5 mM CaCl2 K p = 0.0095, RA p = 0.0057; 
LPS+2.5 mM CaCl2 K p = 0.0001, RA p < 0.0001). Die Kalziumstimulation ohne LPS 
führte in Monozyten beider Kohorten zu signifikanter Zunahme der Makropinozytose (K p 
= 0.0027, RA p ≤ 0.0001), siehe Abbildung 7b. Im Vergleich der Kohorten zeichnete sich 
nach 45 min eine Mehraufnahme von Calcein in den Monozyten der RA-Patienten ab. Die 
Stimulationen mit LPS+0.85 mM CaCl2 (p = 0.0013), mit LPS+1.5 mM CaCl2 (p = 0.0494) 
und mit 2.5 mM CaCl2 (p = 0.0321) erzeugten dabei den deutlichsten Vorsprung der RA-
Monozyten, siehe Abbildung 7b. Mit dem korrigierten α ≤ 0.00625 war die Mehraufnahme 
nach Stimulation mit LPS+0.85 mM CaCl2 auch statistisch signifikant. 
Nach der Inkubationszeit von 60 min war der Unterschied der Calceinaufnahme zwischen 
den Gruppen wieder angeglichen. Die kalziumabhängige Zunahme war auch nach 60 min 
nach Stimulation mit LPS+1 mM CaCl2 (K p = 0.0392), LPS+1.5 mM CaCl2 (RA p = 
0.0267) auffällig. Bei korrigiertem α ≤ 0.01 war die kalziumabhängige Steigerung nur nach 
Stimulation mit LPS+2.5 mM CaCl2 (K p = 0.0088, RA p = 0.0008) signifikant. Ebenso 
führte die Kalziumstimulation ohne LPS (K p = 0.009, RA p ≤ 0.0001) zu einem 
signifikanten Anstieg der Makropinozytose, siehe Abbildung 7c.  
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Abbildung 7: Kalziumstimulierte Calceinaufnahme in Monozyten von RA-Patienten und 
Kontrollprobanden in 5.6 mM Na2HPO4 Medium. Abgebildet sind der Mean und der Standardfehler. 4x105 
Monozyten wurden mit bzw. ohne 100 ng/ml LPS und CaCl2 stimuliert und 15 µM Calcein hinzugefügt. Die 
Inkubationszeit betrug 30 min (a), 45 min (b) und 60 min (c). LPS = Lipopolysaccharid, K = Kontrollprobanden, 
RA = RA-Patienten. 
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Abbildung 8: Kinetik der Calceinauf-
nahme in Monozyten. Abgebildet sind der 
Mean und der Standardfehler. Es sind 
Daten aus Abbildung 7a, b und c 
zusammengefasst, die die 
Calceinaufnahme nach Stimulation mit 
LPS+0.85 CaCl2 zeigen. K = Kon-
trollprobanden, RA = RA-Patienten. 
Um die Dynamik zu erkennen, wurden die Messergebnisse nach Stimulation mit 
LPS+0.85 mM CaCl2 in einer einzelnen Graphik erneut abgebildet. Dabei fiel auf, dass von 
Monozyten der Kontrollprobanden nach 60 min signifikant mehr (p = 0.025) Calcein 
aufgenommen wurde als nach 30 min. Während in Monozyten der RA-Patienten bereits 
nach 45 min signifikant (p = 0.0177) und nach 60 min deutlich (p = 0.0408) mehr 
Makropino-zytose gemessen wurde als nach 30 min, siehe Abbildung 8. Nach Bonferroni-
Korrektur ist α ≤ 0.025. 

























Zur Untersuchung der Makropinozytose wurde zusätzlich ein Zellkulturmedium mit dem 
reduzierten Phosphatanteil von 1 mM verwendet. Auch in diesem Medium führte die 
Kalziumstimulation zu gesteigerter Makropinozytose in Monozyten beider Gruppen. Nach 
Bonferroni-Korrektur beträgt α ≤ 0.01. Deutlich wurde die kalziumabhängige Zunahme in 
Monozyten der Kontrollprobanden nach Stimulation mit LPS+1.5 mM CaCl2 (p = 0.0193) 
und signifikant nach Stimulation mit LPS+2.5 mM CaCl2 (p = 0.0014). In Monozyten von 
RA-Patienten führte die Stimulation mit LPS+0.5 mM CaCl2 (p = 0.0152) und 
LPS+0.85 mM CaCl2 (p = 0.0199) zu einem Anstieg. Die Stimulation mit LPS+1.5 mM 
CaCl2 (p = 0.0023) und LPS+2.5 mM CaCl2 (p < 0.0001) resultierte in signifikant 
gesteigerter Calceinaufnahme. Die Zugabe von 2.5 mM CaCl2 steigerte die 
Makropinozytose in den Monozyten verglichen mit nicht stimulierte Zellen beider 
Kohorten signifikant (K p = 0.0039, RA p = 0.0032). 
Monozyten der RA-Patienten schienen auch im phosphatreduzierten Medium mehr Calcein 
aufgenommen zu haben als Monozyten der Kontrollgruppe. Der Unterschied war nach 
Stimulation mit LPS+0.5 mM CaCl2 (p = 0.0322) und LPS+2.5 mM CaCl2 (p = 0.0384) 
am deutlichsten, doch bei einem korrigierten α ≤ 0.00625 nicht signifikant, siehe 
Abbildung 9a. 
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Abbildung 9: Kalziumstimulierte Calceinaufnahme in Monozyten von RA-Patienten und 
Kontrollprobanden in 1 mM Na2HPO4 Medium. Abgebildet sind der Mean und der Standardfehler. 4x105 
Monozyten wurden mit bzw. ohne 100 ng/ml LPS und CaCl2 stimuliert und mit 15 µM Calcein 45 min inkubiert 
(a). Daten der Abbildungen 6b und 8a ermöglichen den direkten Vergleich der Calceinaufnahme in Monozyten 
gesunder Kontrollprobanden im phosphatreichen und phosphatreduzierten RPMI1640. LPS = 
Lipopolysaccharid, K = Kontrollprobanden, RA = RA-Patienten. 
Zur anschaulicheren Vergleichbarkeit wurden die Daten der kalziumabhängigen Aufnahme 
von Calcein im phosphatreichen und phosphatreduzierten Medium in einer gesonderten 
Graphik erneut abgebildet. Es wurde deutlich, dass die Makropinozytose in beiden Medien 
kalziumstimuliert schrittweise anstieg und ungefähr das gleiche Niveau erreichte. Weder in 
der Kohorte der Kontrollprobanden, siehe Abbildung 9b, noch in der der RA-Patienten, 
ohne Abbildung, war ein signifikanter Einfluss (α ≤ 0.00625) des Phosphatgehaltes im 
Medium auf die Makropinozytose zu erkennen. Es zeichnete sich lediglich ein schwacher 
Trend zu mehr Calceinaufnahme im phosphatreichen Medium ab. 
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Die Ergebnisse der Makropinozytose von Monozyten der RA-Patienten wurden mit dem 
DAS28 der RA-Patienten korreliert. Bei einem korrigierten α ≤ 0.003125 wurde kein 
signifikanter Zusammenhang festgestellt, siehe Tabelle 7. 
Tabelle 7: Korrelationen zwischen der Calceinaufnahme von RA-Monozyten nach 45 min 


















 LPS n = 13  r = 0.024 p = 0.939 
LPS+0.5 mM CaCl2 n = 10  r = -3.781x10-4 p = 0.999 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 10  r = -0.262 p = 0.464 
LPS+1 mM CaCl2 n = 10  r = -0.412 p = 0.236 
LPS+1.5 mM CaCl2 n = 10  r = -0.057 p = 0.875 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 13  r = 0.189 p = 0.537 
0 mM CaCl2 n = 10  r = 0.7091 p = 0.0268 
















 LPS n = 12  r = 0.298  p = 0.348 
LPS+0.5 mM CaCl2 n = 9  r = 0.255 p = 0.508 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 12  r = 0.063  p = 0.846 
LPS+1 mM CaCl2 n = 12  r = -0.081 p = 0.803 
LPS+1.5 mM CaCl2 n = 12  r = -0.221 p = 0.491 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 12  r = -0.363 p = 0.246 
0 mM CaCl2 n = 10  r = 0.394 p = 0.260 
2.5 mM CaCl2 n = 11  r = -0.390 p = 0.235 
DAS28 = Disease Activity Score 28, r = Korrelationskoeffizient. 
4.3.2 Kalziumstimulierte Interleukin-1β-Produktion von Monozyten  
Monozyten von Kontrollprobanden und RA-Patienten wurden mit LPS und Kalzium 
stimuliert. Es wurde phosphatreiches und phosphatreduziertes Zellkulturmedium 
verwendet. Das sezernierte IL-1β wurde im ELISA quantifiziert. Da die Inkubation der 
Monozyten und Makrophagen ohne LPS-Zugabe (0 mM CaCl2 und 2.5 mM CaCl2) nicht 
zu messbarer IL-1β-Sekretion führte, entfällt die graphische Darstellung. In der Korrektur 
des Signifikanzniveaus nach Bonferroni fanden die zwei zusätzlichen 
Stimulationsbedingungen jedoch Beachtung. 
Im phosphatreichen Medium sezernierten die Monozyten der Kontrollprobanden und RA-
Patienten nach Stimulation mit LPS+0.85 mM CaCl2, LPS+1 mM CaCl2, LPS+1.5 mM 
CaCl2 und LPS+2.5 mM CaCl2 (p je < 0.0001) bei α ≤ 0.01 nach Bonferronie-Korrektur je 
signifikant mehr IL-1β als nach LPS-Stimulation. Die IL-1β-Sekretion beider Kohorten 
unterschieden sich im phosphatreichen Medium unter keiner Bedingung signifikant (α ≤ 
0.00625), siehe Abbildung 10a. 
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Abbildung 10: Kalziumstimulierte Interleukin-1β-Produktion in Monozyten von Kontrollprobanden und 
RA-Patienten in 5.6 mM und 1 mM Na2HPO4 Medium. Abgebildet sind der Mean und der Standardfehler. 
2x105 Monozyten wurden in phosphatreichem (a) und phosphatreduziertem (b) Medium für 16 h mit LPS und 
CaCl2 stimuliert. Im Überstand wurde mittels ELISA das sekretierte IL-1β der Monozyten bestimmt. IL-1β = 
Interleukin-1β, LPS = Lipopolysaccharid, K = Kontrollprobanden, RA = RA-Patienten.  
Die Inkubation der Monozyten in phosphatreduziertem Medium erzeugte ein anderes Bild. 
Es konnte keine kalziumabhängige Zunahme der IL-1β-Sekretion detektiert werden. Die 
Stimulation der Monozyten beider Kohorten mit LPS und Kalzium führte zu keinem 
signifikanten Anstieg (α ≤ 0.00625) der gemessenen Zytokinkonzentration, siehe 
Abbildung 10b.  
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Abbildung 11: Gegenüberstellung der Interleukin-1β-Konzentration nach Kalziumstimulation von 
Monozyten im 5.6 mM Phosphat und in 1 mM Phosphat enthaltendem Medium. Es sind die Messwerte 
der Kohorte Kontrollprobanden aus Abbildung 10a und b als Mean und Standardfehler abgebildet. IL-1β = 
Interleukin-1β, LPS = Lipopolysaccharid. 
In beiden Kohorten überstieg die IL-1β-Sekretion der Monozyten im Standardmedium die 
Sekretion der Monozyten im phosphatreduzierten Medium eindeutig. In beiden Gruppen 
war der Unterschied nach Stimulation mit LPS+0.85 mM CaCl2, LPS+1 mM CaCl2, 
LPS+1.5 mM CaCl2 und LPS+2.5 mM CaCl2 mit p < 0.0001 bei α ≤ 0.00625, nach 
Bonferroni korrigiert, signifikant. In der Kohorte Kontrollprobanden führte darüber hinaus 
die Inkubation mit LPS (p = 0.03) und LPS+0.5 mM CaCl2 (p = 0.0261) im 
phosphatreichen Medium zu einem deutlichen Unterschied, siehe Abbildung 11. 
























Auch die im ELISA quantifizierten IL-1β-Konzentrationen der Monozyten von RA-
Patienten wurden auf einen Zusammenhang mit dem DAS28 überprüft. Es wurden keine 
signifikanten Korrelationen (α ≤ 0.004167) festgestellt, siehe Tabelle 8Fehler! Ungültiger 
Eigenverweis auf Textmarke..  
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LPS n = 19  r = -0.275 p = 0.254 
LPS+0.5 mM CaCl2 n = 12 r = -0.099 p = 0.759 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 13 r = -0.083 p = 0.788 
LPS+1 mM CaCl2 n = 11 r = 0.179 p = 0.599 
LPS+1.5 mM CaCl2 n = 11 r = -0.132 p = 0.669 


















LPS n = 12 r = -0.302 p = 0.315 
LPS+0.5 mM CaCl2 n = 9 r = -0.566 p = 0.242 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 12 r = -0.403 p = 0.219 
LPS+1 mM CaCl2 n = 12 r = -0.588 p = 0.125 
LPS+1.5 mM CaCl2 n = 12  r = 0.016 p = 0.967 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 12 r = -0.282 p = 0.374 
DAS28 = Disease Activity Score 28, r = Korrelationskoeffizient. 
4.4 Stimulation von Monozyten mit Kalzium zur Makropinozytose und 
Interleukin-1β-Produktion unter Zugabe von Kalziumproteinpartikeln 
Die bisher dargestellten Ergebnisse stützten die Annahme, dass im phosphatreichen 
Medium bei Kalziumzugabe Präzipitate entstehen, die durch Makropinozytose 
aufgenommen werden und intrazellulär die IL-1β-Produktion stimulieren. Zur 
weiterführenden Untersuchung dieser Annahme wurden im phosphatreichen Medium CPPs 
gefertigt. Es wurde überprüft, ob die Partikel von Monozyten im phosphatreduzierten 
Medium kalziumabhängig aufgenommen werden und in der Lage sind, die IL-1β-Sekretion 
zu stimulieren. Es wurde untersucht, ob sich die Monozyten der RA-Patienten und 
Kontrollprobanden darin unterscheiden. Alle Experimente zur Wirkung der CPPs wurden 
im Medium mit reduzierter Phosphatkonzentration durchgeführt. 
4.4.1 Kalziumstimulierte Aufnahme fluoreszierender Kalziumproteinpartikel 
Um die Aufnahme der CPPs in Monozyten in der Durchflusszytometrie zu detektieren, 
wurden die Partikel mit Calcein gefärbt. Zunächst wurde in Vorversuchen geprüft, ob die 
Partikel kalziumstimuliert aufgenommen werden und das Zellinnere färben. 
Bei 37°C Inkubationstemperatur führte die Stimulation frisch isolierter Monozyten mit 
LPS und Kalzium zu einem mehr als doppelten Anstieg der gemessenen 
Fluoreszenzintensität. Die Inkubation der Zellen bei 4°C resultierte sowohl nach LPS-
Stimulation als auch nach Stimulation mit LPS und Kalzium in deutlich reduzierter 
Fluoreszenzintensität, siehe Abbildung 12. 
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Abbildung 12: Inhibition der kalziumstimulier-
ten Makropinozytose von gefärbten Kalzium-
proteinpartikeln bei 4°C in Monozyten. 
Abgebildet sind der Mean und der Stan-
dardfehler. 6x105 Monozyten von gesunden Pro-
banden wurden bei 37°C bzw. 4°C für 45 min mit 
100 ng/ml LPS und 2.5 mM CaCl2 unter Zugabe 
von calceingefärbten CPPs stimuliert. CPPs = 




















Um sicherzustellen, dass die gefärbten CPPs intrazellulär lokalisiert waren, wurde die Auf-
nahme der Partikel in der Fluoreszenzmikroskopie verifiziert. Überwiegend in den 
Kerntaschen der mit LPS und Kalzium stimulierten Monozyten waren CPPs zu erkennen, 
siehe Abbildung 13a. Zur Kontrolle wurden Monozyten ohne Kalzium nur mit LPS 
stimuliert. Analog zu den Ergebnissen der Durchflusszytometrie war auch im 
fluoreszenzmikroskopischen Bild zu erkennen, dass ohne Kalziumzugabe weniger CPPs 
aufgenommen wurden, siehe Abbildung 13b. 
Diese Ergebnisse erlaubten die Verwendung calceingefärbter CPPs zur weiteren 
Untersuchung der Makropinozytose von Zellen aus RA-Patienten und Kontrollprobanden. 
In der Durchflusszytometrie zeigten Monozyten beider Kohorten nach 45 min 
Inkubationszeit eine kalziumabhängige Zunahme der Aufnahme von CPPs. Unter 
Berücksichtigung der Bonferroni-Korrektur für multiple Vergleiche war mit α ≤ 0.01 der 
Anstieg in Monozyten von Kontrollprobanden nach Stimulation mit LPS+1.5 mM CaCl2 
(p = 0.0296) deutlich, aber erst nach Stimulation mit LPS+2.5 mM CaCl2 (p = 0.0034) 
signifikant. In Monozyten von RA-Patienten führte die Stimulation mit LPS+2.5 mM 
CaCl2 ebenfalls zu einer gut sichtbaren Zunahme der Makropinozytose, die jedoch mit p = 
0.0154 aufgrund der Bonferroni-Korrektur als statistisch unbedeutend zu bewerten war. In 
Monozyten beider Gruppen führte die Kalziumstimulation ohne LPS-Zugabe zu einem 
signifikanten Anstieg der durchflusszytometrisch gemessenen Fluoreszenz (K p = 0.0019, 
RA p = 0.0006), siehe Abbildung 14. 
Zwischen Monozyten der RA-Patienten und Monozyten der Kontrollprobanden zeigten 
sich insgesamt keine signifikanten Differenzen (α ≤ 0.00625) der Fluoreszenzintensität 
nach Kalziumstimulation, siehe Abbildung 14. 
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Abbildung 13: Kalziumstimulierte Aufnahme fluoreszierender Kalziumproteinpartikel. 5x105 Monozyten 
wurden in einer Zellkulturplatte mit Glasboden für 30 min utlraadhäriert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 
100 ng/ml LPS (a, b) und 2.5 mM CaCl2 (a) stimuliert und unter Zugabe von Kalziumproteinpartikel für 45 min 
inkubiert (37°C, 5 % CO2). Die Partikel wurden zuvor mit 30 µM Calcein gefärbt. Nach der Inkubation wurden 
die Zellen gewaschen und mit 4 % PFA-Lösung fixiert. Am Axio Observer Z.1 (ZEISS) wurden diese 
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Zwischen dem DAS28 und der Makropinozytose calceingefärbter CPPs durch Monozyten 
von RA-Patienten wurden keine signifikanten Zusammenhänge (α ≤ 0.00625) festgestellt, 
siehe Tabelle 9. 

























LPS n = 10  r = -0.186 p = 0.608 
LPS+0.5 mM CaCl2 n = 6  r = -0.630 p = 0.180 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 9  r = -0.457 p = 0.216 
LPS+1 mM CaCl2 n = 9  r = -0.670 p = 0.048 
LPS+1.5 mM CaCl2 n = 9  r = -0.448 p = 0.227 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 8  r = -0.500 p = 0.171 
0 mM CaCl2 n = 8  r = -0.587 p = 0.126 
2.5 mM CaCl2 n = 8  r = -0.425 p = 0.294 
DAS28 = Disease Activity Score 28, CPPs = Kalziumproteinpartikel, r = Korrelationskoeffizient. 
  
Abbildung 14: Kalziumstimulierte Makropinozytose von calceingefärbten Kalziumproteinpartikeln in 
Monozyten. Abgebildet sind der Mean und der Standardfehler. 6x105 Monozyten wurden in 1 mM Phosphat 
enthaltendem Medium mit bzw. ohne 100 ng/ml LPS und CaCl2 unter Zugabe von CPPs für 45 min stimuliert. 
CPPs = Kalziumproteinpartikel, LPS = Lipopolysaccharid, K = Kontrollprobanden, RA = RA-Patienten. 
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4.4.2 Kalziumstimulierte Interleukin-1β-Produktion in Monozyten unter 
Zugabe von Kalziumproteinpartikeln 
Um den Einfluss von CPPs auf die IL-1β-Produktion in Monozyten von RA-Patienten und 
Kontrollprobanden zu vergleichen, wurden Monozyten beider Kohorten im phosphat-
reduzierten Medium stimuliert. Dabei wurde einerseits eine einfache Konzentration 
(Kalziumproteinpartikel aus einem 1.5 ml-Reaktionsgefäß zu 3x105 Monozyten = 1x CPPs) 
und andererseits eine verdoppelte Konzentration (Kalziumproteinpartikel aus zwei 1.5 ml-
Reaktionsgefäßen zu 3x105 Monozyten = 2x CPPs) Partikel verwendet.  
Die CPP-Zugabe führte in Monozyten von Kontrollprobanden nach Stimulation mit LPS 
und LPS+0.85 mM CaCl2 zu keiner Änderung der sezernierten Zytokinkonzentration. 
Nach Stimulation der Monozyten mit LPS+2.5 mM CaCl2 war eine CPP-abhängige 
Steigerung der IL-1β-Sekretion (2x CPPs p = 0.0098) zu erkennen. Nach Bonferroni-
Korrektur (α ≤ 0.005) unterschied sich dieser Anstieg nicht signifikant von der sezernierten 
Zytokinkonzentration ohne CPPs, siehe Abbildung 15a. Monozyten der RA-Patienten 
reagierten auf die doppelte CPP-Konzentration nach Stimulation mit LPS+0.85 mM CaCl2 
hingegen mit einem signifikanten Anstieg (p = 0.0021) der IL-1β-Sekretion. Die Sekretion 
nach Stimulation mit LPS+2.5 mM CaCl2 war nach Zugabe der einfachen 
Partikelkonzentration signifikant (p = 0.0021), nach doppelter Konzentration progredient 
erhöht, aber statistisch nicht bedeutsam (p = 0.0062), siehe Abbildung 15b.  
Monozyten von Kontrollprobanden und RA-Patienten sezernierten nach Zugabe der einfa-
chen Partikelkonzentration in etwa gleichviel IL-1β. In beiden Gruppen stieg die Sekretion 
nach Stimulation mit LPS+2.5 mM CaCl2 an, verglichen mit der Sekretion nach 
Stimulation mit LPS ohne Kalzium (K p = 0.0370, RA p = 0.0067). Nach Bonferroni-
Korrektur (α ≤ 0.025) war die kalziumabhängige Steigerung nur in der RA-Kohorte 
signifikant, siehe Abbildung 15c. Unter Einfluss der doppelten Partikelkonzentration 
überstieg die IL-1β-Sekretion der Monozyten von RA-Patienten die der Kontrollprobanden 
nach Stimulation mit LPS+0.85 mM CaCl2 (p = 0.0222). Dieser Unterschied liegt oberhalb 
des korrigierten Signifikanzniveaus α ≤ 0.01. In beiden Gruppen führte die Stimulation mit 
LPS+2.5 mM CaCl2 zu einem signifikanten Anstieg (α ≤ 0.025) der gemessenen IL-1β-
Konzentration (K p = 0.0079, RA p = 0.0085), siehe Abbildung 15d. 



































































































Auch zwischen der IL-1β-Sekretion nach Zugabe von CPPs und dem DAS28 wurde 
überprüft, ob Zusammenhänge bestehen. Es wurden keine signifikanten Korrelationen (α ≤ 
0.005) detektiert, siehe Tabelle 10. 
  
Abbildung 15: Interleukin-1β-Sekretion in Monozyten nach Kalziumstimulation und Kalziumproteinparti-
kelzugabe. Abgebildet sind der Mean und der Standardfehler. Je 3x105 Monozyten wurden in 1 mM Phosphat 
enthaltendem Medium mit 100 ng/ml LPS und CaCl2 unter Zugabe von CPPs 16 h inkubiert. Im Überstand 
wurde mittels ELISA das sekretierte IL-1β der Monozyten von Kontrollprobanden (a) und von RA-Patienten (b) 
bestimmt. In c ist die IL-1β Konzentration nach Inkubation mit 1x CPPs dargestellt, in d die IL-1β Konzentration 
nach Inkubation mit 2x CPPs. IL-1β = Interleukin-1β, LPS = Lipopolysaccharid, CPPs = Kalziumproteinpartikel, 
K = Kontrollprobanden, RA = RA-Patienten.  
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Tabelle 10: Korrelationen zwischen der Interleukin-1β-Sekretion unter Zugabe von CPPs durch RA-

























LPS n = 10  r = -0.066 p = 0.857 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 7 r = -0.752 p = 0.051 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 9 r = 0.193 p = 0.619 
0 mM CaCl2 n = 7 r = 0.054  p = 0.909 








LPS n = 11 r = -0.7818 p = 0.0064 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 9 r = -0.786 p = 0.012 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 11 r = -0.362 p = 0.274 
0 mM CaCl2 n = 8 r = 0.067 p = 0.858 
2.5 mM CaCl2 n = 8 r = 0.281 p = 0.500 
DAS28 = Disease Activity Score 28, CPPs = Kalziumproteinpartikel, r = Korrelationskoeffizient. 
4.5 Stimulation von Makrophagen mit Kalzium zur Makropinozytose und 
Interleukin-1β-Produktion 
Monozyten von RA-Patienten und Kontrollprobanden wurden mit humanem AB-Serum 
gesunder Spender in Zellkulturbeuteln zu Makrophagen differenziert. Die Makrophagen 
wurden unter denselben Bedingungen wie die Monozyten stimuliert, um die Ergebnisse der 
beiden Zelltypen miteinander vergleichen zu können. Aufgrund der geringen 
Gruppengröße konnten zwischen der Aktivität der Makrophagen von RA-Patienten und 
dem DAS28 kein Bestehen von Korrelationen untersucht werden. 
4.5.1 Kalziumstimulierte Makropinozytose von fluoreszierenden 
Kalziumproteinpartikeln in Makrophagen 
Die Makropinozytose in Makrophagen wurde mit calceingefärbten CPPs durchfluss-
zytometrisch bestimmt. Wie in Monozyten, steigerte Kalzium auch in Makrophagen die 
messbare Makropinozytose. 
In Makrophagen beider Kohorten war ein Anstieg der Fluoreszenzintensität nach LPS- und 
Kalziumzugabe deutlich sichtbar. Aufgrund des für multiple Vergleiche korrigierten α ≤ 
0.01667 war die Zunahme nur in Makrophagen der Kontrollprobanden nach Stimulation 
mit LPS+2.5 mM CaCl2 (p = 0.0162) signifikant. Auf die Kalziumstimulation ohne LPS 
reagierten die Makrophagen beider Kohorten mit signifikant gesteigerter Makropinozytose 
(K p = 0.0419, RA p = 0.0213), siehe Abbildung 16.  
Insgesamt war ein Trend zu mehr Makropinozytose in Makrophagen der RA-Kohorte zu 
erkennen. Unter keiner Bedingung erreichte diese Tendenz das korrigierte 
Signifikanzniveau α ≤ 0.0083. 
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Abbildung 16: Kalziumstimulierte Makropinozytose von Kalziumproteinpartikeln in Makrophagen. 
Abgebildet sind der Mean und der Standardfehler. 2x105 Makrophagen von Kontrollprobanden (a, c) und RA-
Patienten (b, c) wurden in 1 mM Phosphat enthaltendem Medium 15 min präinkubiert. Unter Zugabe von 
fluoreszierenden CPPs und Stimulation mit 100 ng/ml LPS und CaCl2 wurden die Makrophagen für 45 min 
stimuliert und anschließend 10.000 Makrophagen am Durchflusszytometer gemessen. CPPs = 
Kalziumproteinpartikel, LPS = Lipopolysaccharid, K = Kontrollprobanden, RA = RA-Patienten. 
 

























4.5.2 Kalziumstimulierte Interleukin-1β-Produktion mit und ohne Zugabe von 
Kalziumproteinpartikeln in Makrophagen 
Die Interleukin-1-Sekretion von Makrophagen wurde nach Stimulation mit LPS und 
Kalzium im phosphatreichen und -reduzierten Medium mittels ELISA bestimmt. Im 
Medium mit reduziertem Phosphatgehalt wurde zusätzlich der Einfluss einfacher und 
doppelter CPP-Zugabe verglichen. 
Makrophagen beider Kohorten sezernierten im phosphatreichen Medium nach Stimulation 
mit LPS und Kalzium eindeutig mehr IL-1β als ohne Kalziumzugabe. Signifikanz erreichte 
der Anstieg in der Kontrollgruppe nach Stimulation mit LPS+0.85 mM CaCl2 (p = 0.0079), 
LPS+1 mM CaCl2 (p = 0.0065) und LPS+2.5 mM CaCl2 (K p = 0.0014). Aufgrund des 
korrigierten α ≤ 0.01667 blieb die kalziumstimulierte Zunahme nach Stimulation in 
Makrophagen der RA-Gruppe ohne statistische Bedeutung (LPS+0.85 mM CaCl2 p = 
0.0266 und LPS+2.5 mM CaCl2 p = 0.0404).  
Die deutlich höheren IL-1β-Werte der Makrophagen von RA-Patienten unterschieden sich 
von denen der Makrophagen von Kontrollprobanden statistisch nicht bedeutsam (α ≤ 
0.0083), siehe Abbildung 17a. Auch im phosphatreduzierten Medium waren keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar, siehe Abbildung 17b.  
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Abbildung 17: Kalziumstimulierte Interleukin-1β-Sekretion von Makrophagen in 5.6 mM und 1 mM 
Na2HPO4 Medium. Abgebildet sind der Mean und der Standardfehler. 1x105 Makrophagen wurden in 5.6 mM 
(a) und 1 mM (b) Phosphat enthaltendem Medium mit LPS und CaCl2 stimuliert. Nach 16 h Inkubation wurde 
im Überstand die sezernierte IL-1β Konzentration mittels ELISA bestimmt. In c sind die Ergebnisse der 
Kontrollkohorte aus a und b gegenübergestellt. Bei n = 4 in der RA-Kohorte konnte in Abb. a für die 
Stimulation mit 1 mM CaCl2 keine Signifikanzberechnung durchgeführt werden. IL-1β = Interleukin-1β, LPS = 
Lipopolysaccharid, K = Kontrollprobanden, RA = RA-Patienten 
 
Wie von Monozyten konnte auch von Makrophagen nach Inkubation im phosphat-
reduzierten Medium kein signifikanter Anstieg (α ≤ 0.01667) der IL-1β-Sekretion nach 
Kalziumzugabe beobachtet werden. Die Gegenüberstellung der Ergebnisse nach 
Inkubation in phosphatreichem und phosphatreduzierten Medium verdeutlicht, dass bei 
höherer Phosphatkonzentration und Kalziumzugabe im Medium deutlich mehr IL-1β pro-
duziert wurde. In beiden Gruppen war nach Stimulation mit LPS+0.85 mM CaCl2 (K p = 
0.0043, RA p = 0.014), mit LPS+1 mM CaCl2 (K p = 0.0043) und mit LPS+2.5 mM CaCl2 
(K p = 0.0002, RA p = 0.0419) dieser Unterschied zu sehen. Statistisch signifikant unter 
Beachtung der Bonferroni-Korrektur (α ≤ 0.0083) waren die Differenzen in der Kontroll-
gruppe, siehe Abbildung 17c 
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Abbildung 18: Kalziumstimulierte Interleukin-1β-Sekretion von Makrophagen unter Zugabe von 
Kalziumproteinpartikeln. Abgebildet sind der Mean und der Standardfehler. 1x105 Makrophagen von 
Kontrollprobanden (a) und RA-Patienten (b) wurden in 1 mM Phosphat enthaltendem Medium unter Zugabe 
von 1x CPPs oder 2x CPPs mit LPS und CaCl2 stimuliert. Nach 16 h Inkubation wurde im Überstand die 
sezernierte IL-1β Konzentration mittels ELISA bestimmt. IL-1β = Interleukin-1β, LPS = Lipopolysaccharid, K = 
Kontrollprobanden, RA = RA-Patienten. 
 
Die Ergebnisse bei Verwendung von CPPs entsprachen in der Tendenz ebenso den 
Ergebnissen der Monozyten. Die Zugabe von CPPs führte dazu, dass die IL-1β-Sekretion 
der Makrophagen auch im phosphatreduzierten Medium durch Kalziumstimulation anstieg. 
Während die Zugabe der einfachen Kalziumprotein-partikelkonzentration eine geringe 
Steigerung erzielte, führte die Zugabe der doppelten Partikelkonzentration zu ungefähr 
doppelt so hohen Interleukin-1β-Konzentrationen in beiden Kohorten, siehe Abbildung 18a 
und b. 
Zwischen den Gruppen unterschied sich die Zytokinsekretion der Makrophagen unter 
Zugabe der einfachen Konzentration CPPs nicht signifikant, siehe Abbildung 18c. Für 
einen Vergleich unter Zugabe der doppelten Konzentration, siehe Abbildung 18d, war 





























































































4.5.3. Visualisierung von Monozyten und Makrophagen nach 16 Stunden 
Inkubation 
Monozyten und Makrophagen wurden mit LPS und Kalzium zur IL-1β-Produktion 
stimuliert und 16 h im Brutschrank inkubiert. Bevor daraufhin die Überstände der 
Zellkultur abgenommen wurden, sind die Kavitäten unter dem Lichtmikroskop betrachtet 
worden. Tabelle 11 zeigt exemplarische Aufnahmen von Makrophagen und Monozyten. 
Sowohl Monozyten als auch Makrophagen bildeten bei LPS-Stimulation Cluster, in denen 
die Zellen sich in Trauben zusammenlagern. Monozyten sahen homogen und rund geformt 
aus. Makrophagen hingegen waren um einiges größer und traten durch Ausläufer der Zell-
membran verschiedenartig in Erscheinung. In Kavitäten, denen Kalzium zugefügt wurde, 
lagen die runden Monozyten in weniger engen Clustern beisammen. Einige Zellen lagen 
vereinzelt. Makrophagen bildeten nach Stimulation mit LPS+0.85 mM CaCl2 dunkle 
Granula, die intra- und extrazellulär lokalisiert waren. Die Granulamenge hat nach 
Stimulation mit LPS und der höchsten Kalziumkonzentration noch zugenommen. 
Zellgrenzen waren nur verschwommen zu erkennen und nicht klar abzugrenzen. 
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Vergrößerung 10x, nach 16 h Inkubation von 1x105 Makrophagen bzw. 3x105 Monozyten in 5.6 mM Na2HPO4 
Medium mit 100 ng/ml LPS und den angegebenen Konzentrationen CaCl2, LPS = Lipopolysaccharid. 
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Abbildung 19: Korrelation zwischen Makropinozytose und Interleukin-1β-Sekretion der Monozyten von 
Kontrollprobanden. Die Ergebnisse der Makropinozytose und IL-1 β-Sekretion im 5.6 mM Na2HPO4 
enthaltenden Medium korrelierten signifikant positiv miteinander. IL-1β = Interleukin-1β, LPS = 
Lipopolysaccharid, K = Kontrollprobanden. 
4.6 Korrelation zwischen kalziumstimulierter Makropinozytose und 
Interleukin-1β-Sekretion 
Um zu untersuchen, ob die kalziumstimulierte Makropinozytose und IL-1β-Sekretion in 
einem relevanten Zusammenhang stehen, wurden die mittels ELISA und 
Durchflusszytometrie gewonnenen Ergebnisse miteinander korreliert. Insgesamt wurden 
keine signifikanten Korrelationen der zellulären Abläufe in Monozyten festgestellt, die in 
beiden Kohorten nachweisbar waren, siehe Tabelle 12-15. 
Die Ergebnisse der Makropinozytose und IL-1β-Sekretion von Monozyten der RA-
Kohorte standen in keinem signifikanten Verhältnis zueinander. Für Monozyten der 
Kontrollprobanden war unter genau einer Bedingung ein Zusammenhang nachweisbar. Die 
Calceinaufnahme und die IL-1β-Sekretion der Monozyten korrelierten nach Stimulation 
mit LPS+2.5 mM CaCl2 im phosphatreichen Medium signifikant positiv (r = 0.833, p = 
0.0007 < α ≤ 0.00833), siehe Abbildung 19.  
Die Makropinozytose und IL-1β-Sekretion von Makrophagen wurden nicht auf bestehende 
Zusammenhänge geprüft, da aufgrund der geringen Gruppengröße kein statistisch 
relevantes Ergebnis zu erwarten war. 
K o rre la t io n
L P S + 2 .5  m M  C a C l2
0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0
0
5 0 0
1 0 0 0
1 5 0 0
2 0 0 0
2 5 0 0 n  =  1 0
r   =  0 .8 3 3
p   =  0 .0 0 0 7
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Tabelle 12: Korrelation zwischen der Makropinozytose nach 45 min Inkubationszeit und der 




















LPS n = 10  r = 0.294 p = 0.4094 
LPS+0.5 mM CaCl2 n = 8  r = 0.644 p = 0.085 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 9  r = 0.675 p = 0.046 
LPS+1 mM CaCl2 n = 8  r = 0.562 p = 0.147 
LPS+1.5 mM CaCl2 n = 8  r = 0.316 p = 0.445 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 10  r
 = 0.833 p = 0.0007 
 
Tabelle 13: Korrelation zwischen der Makropinozytose nach 45 min Inkubationszeit und der 




















LPS n = 13 r = 0.571 p = 0.0416 
LPS+0.5 mM CaCl2 n = 10 r = -0.119 p = 0.744093 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 10 r = -0.042 p = 0.9082 
LPS+1 mM CaCl2 n = 10 r = -0.318 p = 0.704590 
LPS+1.5 mM CaCl2 n = 10 r = 0.425 p = 0.221 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 13 r = 0.256 p = 0.3991 
 
Tabelle 14: Korrelation zwischen der Makropinozytose und Interleukin-1β-Sekretion von Monozyten 


























 LPS n = 12 r = -0.093 p = 0.7746 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 10 r = 0.274 p = 0.4880 







 LPS n = 9 r = -0.029 p = 0.9401 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 8 r = 0.571 p = 0.1510 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 8 r = 0.483 p = 0.2255 
CPPs = Kalziumproteinpartikel. 



























 LPS n = 8 r = 0.497 p = 0.2106 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 7 r = 0.411 p = 0.3592 







 LPS n = 10 r = 0.263 p = 0.4637 
LPS+0.85 mM CaCl2 n = 9 r = 0.446 p = 0.2283 
LPS+2.5 mM CaCl2 n = 10 r = 0.426 p = 0.2180 
CPPs = Kalziumproteinpartikel. 




Die Autoimmunerkrankung RA wird durch die Aktivität von Monozyten und 
Makrophagen aufrechterhalten. Maßgebliche Mediatoren sind TNFα und IL-1β. IL-1β ist 
unter anderem an der Vermittlung der Gelenkdestruktion und der Manifestation 
extraartikulärer Ausprägungsformen der RA beteiligt (23, 50, 61). Erst kürzlich wurde die 
Inflammasomaktivierung und Makropinozytose in Verbindung mit extrazellulärem 
Kalzium gebracht (33, 34, 42, 43, 88). Trotz der streng regulierten Kalziumhomöostase im 
menschlichen Körper sind lokale Schwankungen durch nekrotische Zellen, 
Entzündungsherde und Knochenabbau möglich (69–71). 
Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, wie extrazelluläres Kalzium auf die Makropino-
zytose und IL-1β-Sekretion von Monozyten und Makrophagen von RA-Patienten und 
gesunden Kontrollprobanden wirkt. Weiterhin wurde untersucht, ob ein Zusammenhang 
zwischen der in vitro Aktivität der Zellen und dem klinischen Zustand der RA hergestellt 
werden kann. 
5.1 Kalziumstimulierte Makropinozytoseaktivität von Monozyten und 
Makrophagen 
Mittels Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie zeigten Canton et al. (2016), 
dass die Makropinozytose in hMDMs und hMDDs kalziumabhängig ansteigt. Zur Vermitt-
lung des Kalziumsignals identifizierte die Arbeitsgruppe den CaSR. Auch humane 
Monozyten besitzen den CaSR, wie Yamaguchi et al. (1998) publizierten. Der Einfluss des 
Kalzium-sensiblen Rezeptors GPRC6a auf die Makropinozytose wurde bisher noch nicht 
untersucht.  
Auch in der vorliegenden Arbeit konnte für Makrophagen, und zusätzlich für Monozyten 
der Kohorten RA-Patienten und Kontrollprobanden gezeigt werden, dass Kalziumzugabe 
die Makropinozytose signifikant steigert. In der Durchflusszytometrie zeigte sich dieses 
Resultat unabhängig vom Phosphatgehalt des Zellkulturmediums. Eine eindeutig kalzium-
abhängige Zunahme der Makropinozytose wurde anhand der Aufnahme von 
extrazellulärem Medium gezeigt, in dem unter anderen CPPs vorhanden sind. 
Ausgangspunkt für den Vergleich der kalziumstimulierten Makropinozytose zwischen den 
Kohorten ist die Makropinozytose ohne Kalziumzugabe. Monozyten und Makrophagen der 
Kontrollprobanden und RA-Patienten unterschieden sich nicht signifikant hinsichtlich der 
Makropinozytose ohne Kalziumstimulation. Unter Zugabe von Kalzium entwickelte sich 
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eine Tendenz zu mehr Makropinozytose in Zellen der RA-Patienten. Dieser Trend war in 
Makrophagen und Monozyten sichtbar.  
Eine genaue Analyse der scheinbar aktiveren Makropinozytose der Monozyten von RA-
Patienten schien durch zwei Aspekte determiniert zu sein: durch eine höhere Sensitivität 
der Zellen gegenüber niedrigeren Kalziumkonzentrationen und durch die Länge der 
Inkubationszeit. Die Monozyten von RA-Patienten reagierten bereits bei Zugabe von 
geringer Kalziumkonzentration mit einer Steigerung der Makropinozytose. Während in 
Monozyten der Kontrollprobanden eine höhere Kalziumkonzentration nötig war, um die 
Makropinozytose deutlich zu steigern. Monozyten von RA-Patienten detektieren demnach 
sensitiver geringe Veränderungen der extrazellulären Kalziumkonzentration als Monozyten 
von Gesunden.  
Der signifikante Unterschied der Makropinozytoseaktivität zwischen den Vergleichs-
gruppen nach Stimulation mit niedriger Kalziumkonzentration war nur bei einer 
Inkubationszeit von 45 min sichtbar, nach 60 min Inkubationszeit jedoch nicht mehr 
vorhanden. Allerdings stieg auch die basale Makropinozytose ohne Kalziumzugabe in der 
Kontrollgruppe nach 60 min an. Ob also auch die Monozyten der Kontrollgruppe verspätet 
auf geringe Kalziumkonzentrationen reagierten, oder das Ergebnis nach 60 min durch 
akkumulierte kalziumunabhängige Calceinaufnahme zustande kam, kann nicht beantwortet 
werden. Es kann auch eine Anpassung der Monozyten beider Kohorten an die gleichen 
Kulturbedingungen eine Rolle spielen. Es ist wahrscheinlich, dass die Zellen sich nach 
60 min, mehr noch als nach 45 min, angepasst haben und dadurch intrinsische 
Unterschiede wie Expressionsmuster nivelliert wurden. 
Ursache für einen unterschiedlich starken Anstieg der Makropinozytose beider Gruppen 
nach Kalziumstimulation kann insbesondere in einer Differenz der Expression, 
Transkription und Translation der CaSR-Gene liegen. Paccou et al. (2014) veröffentlichten 
eine Studie zu der Expression in zirkulierenden Monozyten von RA-Patienten und 
gesunden Probanden. Die zirkulierenden Monozyten 25 gesunder Probanden und 50 RA-
Erkrankter zeigten gleich viel CaSR auf der Zelloberfläche. In Monozyten der Subgruppe 
RA-Patienten mit starker Koronarkalzifizierung war allerdings insgesamt mehr CaSR (total) 
nachweisbar als in Monozyten von Patienten mit nur milder Koronarkalzifizierung (89). 
Zusätzlich ist für IL-6, das im Serum von RA-Pateinten erhöht ist, die Induktion des CaSR 
in humanen Zellen in vitro beschrieben worden (90, 91). Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
die Expression in Monozyten und Makrophagen nicht untersucht. Bisher unveröffentlichte 
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Ergebnisse erster Pilotexperimente der Arbeitsgruppe Experimentelle Rheumatologie am 
UKL von Supriya Murthy deuten auf eine dichtere CaSR-Lokalisierung auf der 
Zelloberfläche von Monozyten von RA-Patienten hin. Die Verteilung des CaSRs wurde 
mittels Durchflusszytometrie im Vergleich zu gesunden Probanden untersucht. Es ist 
demnach vorstellbar, dass zwischen den Monozyten von RA-Patienten dieser Studie und 
Kontrollprobanden ein Expressions-, oder Produktionsunterschied des CaSRs vorgelegen 
hat, der zu einer höheren Makropinozytoseaktivität der Monozyten von RA-Patienten 
geführt haben könnte. 
Die Sensitivität von Monozyten gegenüber geringen Veränderungen der extrazellulären 
Kalziumkonzentration kann neben veränderter Oberflächenausstattung mit CaSR auch 
durch rezeptormodulierende Substanzen verändert werden. Prominent ist die Wirkung 
allosterisch wirkender aromatischer L-Aminosäuren. Sie verringern die zur in vitro-
Aktivierung des CaSR nötige Extrazellulärkonzentration ionisierten Kalziums um 0.2-
0.5 mM in CaSR-ausgestatteten HEK293-Zellen (92). Die Aminosäuren des 
Zellkulturmediums waren allerdings den Monozyten beider Gruppen gleichermaßen 
verfügbar, sodass ein Einfluss auf die CaSR-Aktivierung gleich gewesen sein müsste. Dass 
allosterische Modulatoren aus dem Kreislauf des jeweiligen Spenders noch Einfluss auf die 
Rezeptoraktivierung gehabt haben könnten, ist aufgrund der Monozytenseparation sehr 
unwahrscheinlich. Auch intrazelluläre Proteine modulieren Rezeptoreigenschaften. Zum 
Beispiel sind Chaperones wie die Rezeptoraktivität modifizierende Proteine an der 
Glykosylierung und dem Transport des CaSR zur Zellmembran beteiligt (93, 94). 
Inwiefern diese auch in humanen Monozyten und Makrophagen insbesondere von RA-
Patienten alteriert sein könnten, ist jedoch nicht erforscht und kann an dieser Stelle nur als 
mögliche Ursache erwähnt werden, der nachgegangen werden könnte. 
Kürzlich berichteten Redka et al. (2018) von großen Unterschieden der konstitutiven in 
vitro Makropinozytoseaktivität von hMDMs mit inflammatorischem (M1) und anti-
inflammatorischem (M2) Phänotyp. Durch Differenzierung mit Granulozyten-Monozyten-
colony stimulating factor (CSF), Interferon-γ und LPS wurden M1-Makrophagen unter 
Zugabe von Makrophagen-CSF und IL-4 M2-Makrophagen generiert. M2-Makrophagen 
zeigten eine deutlich höhere konstitutive Makropinozytoseaktivität als M1-Makrophagen. 
Bei gleicher Produktion des CaSRwurde eine niedrigere Aktivität des CaSR in M1-
Makrophagen als Ursache adressiert. Folge der reduzierten Rezeptortätigkeit war eine 
schwächere Aktivierung der GTPasen Rac1 und RhoG sowie der PI-3K, die am Vorgang 
der Makropinozytose entscheidend beteiligt sind (88). In der Differenzierung der 
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Makrophagen von RA-Patienten und Kontrollprobanden zeigte sich unter dem Mikroskop 
betrachtet kein Unterschied zwischen den Gruppen. Eine detaillierte Analyse wurde jedoch 
nicht durchgeführt.  
Die Charakteristika von Makrophagen aus Synovialgewebe von RA-Patienten zeigen 
überwiegend M1-typische Aktivität (50). Die hypothetische Annahme, dass durch 
intrinsische Prägung ein Großteil der Monozyten der RA-Patienten zu M1-Makrophagen 
differenzierte, ließe nach Redka et al. (2018) eine geringere Aktivität des CaSRs erwarten. 
Eine daraus resultierende niedrigere Makropinozytose wurde in dieser Studie jedoch 
ausdrücklich nicht festgestellt. Eine Bestimmung der Polarisierung von hMDMs von RA-
Patienten und Gesunden wäre hilfreich, um herauszufinden, ob trotz schwächerer Aktivität 
des CaSRs die Makropinozytosekativität bei RA-Patienten dennoch nicht niedriger ist als 
bei Kontrollprobanden. Dies wäre ein direkter Hinweis für eine zelleigene, bisher noch 
nicht identifizierte Ursache höherer Aktivität der Zellen von RA-Patienten. 
Obwohl zwischen der Makropinozytoseaktivität von Monozyten und der 
Krankheitsaktivität der RA kein Zusammenhang aufgedeckt wurde, kommt der signifikant 
höheren Calceinaufnahme von RA-Monozyten nach Stimulation mit 0.85 mM CaCl2 eine 
besondere Bedeutung zu. Denn in einer noch unveröffentlichten Untersuchung der 
Arbeitsgruppe Experimentelle Rheumatologie am UKL wurden von Manuela Rossol die 
Kalziumkonzentrationen in der Synovialflüssigkeit von RA-Patienten und von Patienten 
mit nicht-entzündlichen Erkrankungen des Bewegungsapparates verglichen. Bei operativer 
Eröffnung der Gelenke wurde Synovialflüssigkeit gewonnen. Die Kalziumkonzentrationen 
in der Flüssigkeit von Gesunden (0.95 mM Ca2+) und von RA-Patienten (1.1 mM Ca2+) 
unterschieden sich signifikant. Die Stimulation der Zellen in vitro mit umgerechnet 
0.85 mM CaCl2 versuchte genau diese Differenz zu simulieren. Dass die Zellen von RA-
Patienten und Gesunden unterschiedlich stark auf diese Stimulation reagierten, 
unterstreicht den dennoch möglichen Einfluss der kalziumabhängigen Makropinozytose 
auf die Krankheitsgenese und weiter anhaltende RA. 
5.2 Kalziumstimulierte Interleukin-1β-Sekretion von Monozyten und Makro-
phagen 
Dass extrazelluläres Kalzium in Monozyten und Makrophagen zur Stimulation des 
NLRP3-Inflammasoms und der daraus resultierenden IL-1β-Sekretion führt, ist seit 2012 
bekannt. Rossol et al. (2012) demonstrierten den kalziumabhängigen Anstieg der IL-1β-
Sekretion in vitro in THP-1-Zellen. Die Gruppe identifizierte den CaSR und den GPRC6a 
5 Diskussion  65 
_________________________________________________________________________ 
 
als Rezeptoren zur Erkennung und Vermittlung des extrazellulären Kalziumsignals (33). 
Auch Lee et al. (2012) zeigten durch Experimente in vitro mit mouse bone marrow derived 
macrophages die CaSR-vermittelte Caspase-1-Aktivität und IL-1β-Produktion (34).  
5.2.1 Auswirkung der Phosphatkonzentration im Zellkulturmedium auf die 
kalziumstimulierte Interleukin-1β-Sekretion von Monozyten und 
Makrophagen  
Die eben genannten Arbeitsgruppen verwendeten Zellkulturmedium mit einem Phosphat-
gehalt von 5.6 mM Na2HPO4.  
Aufgrund von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Experimentelle Rheumatologie am UKL von 
Elisabeth Jäger wurde in dieser Arbeit neben dem Zellkulturmedium mit 5.6 mM Na2HPO4 
auch phosphatreduziertes Medium mit 1 mM Na2HPO4 verwendet. Der Vergleich der 
Medien zeigte eine drastische Auswirkung der Phosphatkonzentration auf die 
kalziumvermittelte IL-1β-Sekretion. In Monozyten und Makrophagen beider Kohorten 
blieb im phosphatreduzierten Medium ein signifikanter Anstieg der IL-1β-Sekretion trotz 
Kalziumstimulation aus. Die Kalziumzugabe zu den Zellen in Medium mit erhöhtem 
Phosphatgehalt führte hingegen zu einer signifikant gesteigerten IL-1β-Sekretion. Das 
Resultat ist bemerkenswert, da die bisher bekannten Voraussetzungen der 
Inflammasomaktivierung durch Kalzium auch bei Verwendung des phosphatreduzierten 
Mediums formal erfüllt wurden. LPS diente dem Priming und die Zugabe von Kalzium der 
Aktivierung des CaSRs. Diese beiden Signale sind nach aktuellem Stand der Forschung in 
der Lage das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren (33, 34) . 
Auch im phosphatreduzierten Medium führte schließlich die Zugabe von CPPs dazu, dass 
nach Kalziumstimulation die IL-1β-Sekretion anstieg. Auch Köppert et al. (2018) 
publizierten zur NLRP3-Aktivierung durch CPPs. Immortalisierte Mausmakrophagen 
wurden in Standardmedium nach LPS-Priming mit CPPs inkubiert. In der 
Fluoreszenzmikroskopie wurden daraufhin mehr ASC-Specks und eine höhere IL-1β-
Produktion detektiert als ohne CPP-Zugabe. Allerdings wurden die Zellen dabei nicht 
zusätzlich mit Kalzium stimuliert (77). Im Gegensatz dazu führte in der vorliegenden 
Arbeit die Inkubation von Monozyten und Makrophagen unter diesen Bedingungen nicht 
zu signifikant mehr IL-1β-Sekretion als ohne Partikelzugabe. Nur bei zusätzlicher 
Kalziumstimulation stieg im phosphatreduzierten Medium die IL-1β-Sekretion durch CPP-
Zugabe an. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass das Vorliegen 
der Partikel im Medium selbst nicht ausreicht, um das Inflammasom zu aktivieren. 
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Eine Erklärung der abweichenden Ergebnisse dieser Arbeit könnten die unterschiedlichen 
Herstellungsprotokolle für CPPs sein, die die Löslichkeit der Partikel bestimmen. Eine 
höhere Löslichkeit der CPPs der Arbeitsgruppe Köppert et al. (2018) könnte beispielsweise 
zu unbemerktem Freiwerden von ionisiertem Kalzium und einer unbeabsichtigten 
Stimulation der Kalziumrezeptoren geführt haben. 
Für den CaSR wurden bisher keine Bindungsstellen für CPPs beschrieben. Bindungsstellen 
für Phosphat existieren aber. Für die Phosphatbindung am CaSR wurde von Geng et al. 
(2016) und Zhang et al. (2016) jedoch eine Stabilisierung der inaktiven Konformation 
beschrieben (95, 96). Dass Phosphationen des Zellkulturmediums am Rezeptor wirkten 
und dadurch die NLRP3-Aktivierung beeinflussten, scheint angesichts der Ergebnisse 
dieser Arbeit unwahrscheinlich zu sein. 
Die Inflammasomaktivierung durch die Aufnahme von CPPs wird unter 5.3 diskutiert.  
5.2.2 Kalziumstimulierte Interleukin-1β-Sekretion von Monozyten und 
Makrophagen von RA-Patienten und Kontrollprobanden 
Monozyten von RA-Patienten werden als Zellen mit besonders hoher intrinsischer 
Aktivität beschrieben. Darüber hinaus ist die Gesamtzahl der Monozyten im Blut von RA-
Patienten höher, wie auch in dieser Arbeit bestätigt werden konnte (97) . In vitro zeichnen 
sie sich unter anderem durch Spontanproduktion von IL-1β aus und gelten als 
Verantwortliche eines hohen IL-1β-Serumspiegels bei RA-Patienten (48, 49, 51) . In dieser 
Arbeit konnte jedoch keine Spontanproduktion von IL-1β beobachtet werden. Und auch 
nach LPS-Priming und Kalziumstimulation unterschieden sich Monozyten von RA-
Patienten hinsichtlich der IL-1β-Sekretion nicht signifikant von denen von 
Kontrollprobanden. 
Die Zugabe zweifach konzentrierter CPPs zu Monozyten im phosphatreduzierten Medium 
führte bei zusätzlicher Kalziumstimulation jedoch zu auffällig mehr IL-1β-Sekretion der 
Monozyten von RA-Patienten. Smith et al. (2013) wiesen bei Patienten mit chronisch ent-
zündlichen Erkrankungen ohne Nierenerkrankung, darunter auch RA-Patienten, hohe CPP-
Spiegel im Blut nach. Dazu passend, fiel in der vorliegenden Arbeit im Serum der RA-
Patienten ein im Vergleich zu den Kontrollprobanden höheres Gesamtkalzium auf. Da 
jedoch die Albuminkonzentration im Serum der RA-Patienten nicht höher als im Serum 
der Kontrollgruppe war, lässt sich die Differenz des Gesamtkalziums höchstwahrscheinlich 
nicht auf mehr Proteinbindung an Albumin zurückführen. In Form von CPPs gebundenes 
Kalzium, könnte nach Smith et al. (2013) zu der hohen Gesamtkalziumkonzentration in 
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RA-Serum geführt haben. Möglicherweise wurden durch in vivo Kontakt mit CPPs die 
Monozyten in RA-Patienten voraktiviert und konnten daher auf CPPs und Kalzium-
stimulation stärker reagieren. 
In Makrophagen führte die CPP-Zugabe nicht zu mehr IL-1β-Sekretion der RA-Kohorte. 
Die Makrophagen der RA-Patienten reagierten jedoch im phosphatreichen 
Standardmedium mit einer circa achtfach höheren IL-1β-Sekretion auf die Stimulation mit 
LPS und Kalzium verglichen mit den Makrophagen von Kontrollprobanden. Dass dieses 
Ergebnis nicht signifikant war, ist höchstwahrscheinlich der sehr kleinen Fallzahl und 
hohen Standardabweichungen geschuldet. Diese dennoch starke Tendenz zu höherer IL-
1β-Sekretion von Makrophagen von RA-Patienten nach Stimulation mit Kalzium und LPS 
passt zu Ergebnissen von Guo et al. (2108). In humanem Synovialgewebe von RA-
Patienten identifizierte die Arbeitsgruppe in vitro zahlreiche CD14+-Zellen mit 
überdurchschnittlich aktiver Caspase-1. Im Synovialgewebe von Patienten mit 
Osteoarthritis (OA) war vergleichsweise wenig aktive Caspase-1 sichtbar. Auch Kolly et al. 
(2009) untersuchten humanes Synovialgewebe von RA- und OA-Patienten und 
detektierten ebenfalls mehr Caspase-1-Aktivität im RA-Synovium. Allerdings war im 
Synovium von RA- und OA-Patienten gleichviel IL-1β messbar (98).  
Obwohl diese beiden Studien nicht explizit den Einfluss von extrazellulärem Kalzium auf 
die Inflammasomaktivierung untersuchten und das Milieu des Gelenkinnenraumes ein 
anderes ist, hat Kalzium wahrscheinlich zu den Ergebnissen beigetragen. Beide Studien 
erhielten Synovialgewebe aus Knie- bzw. Hüftgelenken, das vor der Implantation eines 
künstlichen Gelenkersatzes gewonnen wurde. Die Indikation für einen Gelenkersatz 
beachtend, ist davon auszugehen, dass jeweils RA und OA zum Zeitpunkt der 
Gewebeentnahme bereits ein spätes Stadium erreicht hatten. Damit stieg die 
Wahrscheinlichkeit, dass bereits Kalzium aus dem angrenzenden Knochen freigesetzt 
worden ist. Im Sinne einer CaSR-vermittelten IL-1β-Sekretion, könnte das freie Kalzium 
auch ursächlich für die hohen IL-1β-Spiegel in CD14+-Zellen aus OA-Gelenken gewesen 
sein. 
Ursachen für die zum Teil höhere kalziumstimulierte IL-1β-Sekretion der Zellen von RA-
Patienten in der vorliegenden Arbeit können an verschiedenen Stellen des kalzium-
stimulierten Signalweges liegen. Auf mögliche Unterschiede durch Expression und 
Aktivität des CaSRs wurde bereits zu Beginn der Diskussion unter 4.1 eingegangen. 
Darüber hinaus kann der Kalziumrezeptor GPRC6a das NLRP3-Inflammasom aktivieren. 
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Rossol et al. (2012) demonstrierten dies durch Experimente mit THP-1-Zellen und 
Monozyten aus GPRC6a-knock-out Mäusen (33). Jørgensen et al. (2017) berichteten 
jedoch, dass die für Zebrafisch-Zellen und Mausmonozyten beschriebene Ausstattung der 
Zelloberfläche mit GPRC6a im Menschen nicht verbreitet ist. Stattdessen ist der Rezeptor 
in Monozyten von kaukasischen und asiatischen Individuen nur intrazellulär lokalisiert 
(99). Dass GPRC6a der Vermittler des extrazellulären Kalziumsignals war, ist demnach 
unwahrscheinlich. 
Insbesondere NLRP3-Expression und -Aktivität tragen zur IL-1β-Antwort bei. Choulaki et 
al. (2015) untersuchten die Expression relevanter Gene in Blutzellen von RA-Patienten 
und gesunder Kontrollprobanden. Eine Separation zum Erhalt von PBMCs oder 
Monozyten wurde nicht durchgeführt, sondern lediglich eine Lyse der Erythrozyten. 
Beachtet wurden demnach PBMCs, Leukozyten und Thrombozyten. Die Zellen von 23 
aktiven RA-Patienten zeigten im Westernblot eine signifikant höhere basale 
Proteinbiosynthese von NLRP3, ASC, aktiver Caspase-1 und Pro-IL-1β als Zellen von 
gesunden Kontrollprobanden. Die Stimulation der Zellen mit LPS (priming signal) und 
ATP (activation signal) verstärkte diesen Unterschied und führte auch im ELISA zu 
signifikant mehr IL-1β-Sekretion der Zellen von RA-Patienten (100). Im Gegensatz dazu 
wurde in dieser Arbeit kein Unterschied der basalen Zytokin-Sekretion festgestellt. 
Monozyten und Makrophagen beider Kohorten produzierten ohne LPS-Zugabe kein IL-1β. 
Abgesehen von der stärkeren Aktivität der RA-Monozyten bei CPP-Zugabe, führte die 
Stimulation mit LPS und Kalzium in Monozyten zu keinem nennenswerten Unterschied 
zwischen RA-Patienten und Kontrollprobanden. 
Warum in dieser Untersuchung Monozyten von RA-Patienten nur punktuell eine höhere 
Aktivität zeigten als Monozyten von Kontrollprobanden kann mehrere Gründe haben. Das 
Patientenkollektiv von Choulaki et al. (2015) war zu 56 % behandlungsnaiv und die RA 
durchschnittlich sehr aktiv mit einem mittleren DAS28 von 6. Im Gegensatz dazu erhielten 
alle in die vorliegende Arbeit eingeschlossenen Patienten eine antirheumatische Therapie. 
Der DAS28 war vergleichsweise niedrig mit 3.6 im Durchschnitt. Dass die Konzentration 
des Akut-Phase-Proteins Albumin bei RA-Patienten und Kontrollprobanden in etwa gleich 
war, spricht zusätzlich für kein sehr aktives oder ein sehr gut behandeltes 
Patientenkollektiv (101). 
Die eingenommenen RA-Therapeutika inhibieren indirekt die Transkription pro-
inflammatorischer Gene und sind daher auch als potentielle Inhibitoren der Expression und 
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Transkription der Gene für das NLRP3-Inflammasom und Pro-IL-1β zu werten. Dass sie 
die Ergebnisse dieser Arbeit beeinflussten, ist in Betracht zu ziehen. Auch Seitz et al. 
(1998) berichteten von geringerer IL-1β- und vermehrter IL-1R-Antagonist-Sekretion 
humaner mononukleärer Zellen aus dem Knochenmark nach MTX-Wirkung in vitro (102). 
Die reduzierte Proteinbiosynthese von lincRNA-p21 und TP53 in PBMCs von RA-
Patienten, führt zu der fatalen Folge eines hochaktiven NF-κB, der entscheidend das 
Krankheits-geschehen der RA beeinflusst. Nach MTX-Therapie von RA-Patienten in vivo, 
war in einer Studie von Spurlock et al. (2014) kein Unterschied zu Gesunden mehr 
festzustellen (103). Neben der Inhibition von NF-κB, wirken Glukokortikoide auch 
hemmend auf die TLR4-Aktivität mittels Mikro-RNA-511-5p, wie Curtale et al. (2017) 
erst kürzlich in humanen Monozyten beschrieben (104). MTX erhielten 69 % der 
teilnehmenden RA-Patienten dieser Arbeit. Glukokortikoide waren für 63 % der Patienten 
Bestandteil der RA-Therapie zum Zeitpunkt der Studienteilnahme. Ein Einfluss der 
Medikamente auf die Monozyten, der bis nach der Monozytenseparation und -stimulation 
anhielt, lässt sich nicht ausschließen und ist anhand der Ergebnisse ausdrücklich in 
Erwägung zu ziehen. Möglicherweise war der Einfluss der Medikamente nach der 
siebentägigen Differenzierung zu Makrophagen abgeschwächt und daher die intrinsisch 
hohe Aktivität der Makrophagen von RA-Patienten ausschlaggebend für die Tendenz zu 
einer höheren IL-1β-Sekretion. 
Unklar ist, ob die medikamentöse Therapie auch Ursache der Zusammenhangslosigkeit 
von DAS28 und IL-1β-Sekretion der Monozyten von RA-Patienten sein kann. Denn in 
einer Studie von Jenko et al. (2016) war in RA-Patienten mit NLRP3-Polymorphismus vor 
und nach einer 6-monatigen Therapie mit MTX eine positive Korrelation mit dem DAS28 
nachweisbar (105). Obwohl IL-1β mitverantwortlich für die Gelenkdestruktion bei RA ist, 
wird die im DAS28 abgebildete Krankheitsaktivität neben der Fähigkeit der Monozyten, 
IL-1β zu produzieren, durch weitere Faktoren beeinflusst, (50). Unter anderem sind IL-1β-
Antikörper deswegen in der Therapie der RA nur in Kombination mit MTX zugelassen 
(106). In Anbetracht des Ergebnisses dieser Arbeit scheint die in vitro-Reaktivität der 
Monozyten auf Kalziumstimulation unabhängig vom bzw. nicht ausschlaggebend für den 
DAS28 zu sein. Möglicherweise hätten mehr aktive Patienten mit hohem DAS28 in der 
RA-Kohorte ein anderes Ergebnis herbeigeführt. 
Schließlich sei noch auf die unterschiedlich ausgeprägte Toleranz von Makrophagen und 
Monozyten gegenüber extrazellulärem Kalzium hingewiesen. Die mikroskopische 
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Betrachtung der Zellen nach 16 h Inkubationszeit deutet daraufhin, dass Makrophagen bei 
Stimulation mit 2.5 mM CaCl2 zu Grunde gegangen sind. Monozyten schienen diese 
Kalziumkonzentration besser tolerieren zu können. Unveröffentlichte Daten von Elisabeth 
Jäger aus der Arbeitsgruppe Experimentelle Rheumatologie am UKL ermittelten 
spenderabhängig 10-40 % Zelltod bei Monozyten gesunder Probanden nach 
Kalziumstimulation und 16 h Inkubation. Im Rahmen dieser Studie wurde die Vitalität 
nach der Inkubation nicht untersucht. Da im humanen Interstitium und Gewebe die 
Kalziumkonzentration physiologisch unterhalb der Serumkonzentration liegt, ist denkbar, 
dass Makrophagen als gewebeständige Zellen bereits auf geringere 
Kalziumkonzentrationen mit maximaler Aktivierung reagieren (107). Eine Folge starker 
NLRP3-Aktivierung kann beispielsweise der pyroptotische Zelltod sein (108). 
Wohingegen Monozyten aus der Zirkulation möglicherweise an höhere Konzentrationen 
gewöhnt sind. Dies wäre eine Erklärung, warum die Sekretionsmaxima von IL-1β in 
Monozyten und Makrophagen bei unterschiedlich hohen Kalziumkonzentrationen lagen. 
5.3 Zusammenhang von kalziumstimulierter Makropinozytose und 
Interleukin-1β-Sekretion in Monozyten und Makrophagen von RA-Patienten 
und Kontrollprobanden 
Extrazelluläre freie Kalziumionen stimulieren den CaSR. Folge der Stimulation des CaSRs 
sind unter anderen die gesteigerte Makropinozytose und IL-1β-Sekretion (33, 34, 42, 49, 
88). Die in dieser Arbeit beschriebene stark positive Korrelation zwischen 
kalziumstimulierter Makropinozytose und kalziumstimulierter IL-1β-Sekretion in 
Monozyten von Kontrollprobanden ist ein Hinweis auf einen kausalen Zusammenhang. 
Von Bedeutung für die IL-1β-Sekretion scheint darüber hinaus nicht zu sein, dass der 
CaSR stimuliert wird, sondern, dass durch die Kalziumstimulation über Makropinozytose 
Partikel in die Zelle aufgenommen werden. Das waren in dieser Arbeit einerseits 
präparierte CPPs oder partikelähnliche Spontanpräzipitate, die nur im phosphatreichen 
Medium aus Kalzium, Phosphat und FKS entstanden. Ohne die Verfügbarkeit von CPPs 
im phosphatreduzierten Medium fand zwar kalziumstimulierte Makropinozytose, aber 
keine durch Kalzium gesteigerte IL-1β-Sekretion statt. 
Für Makrophagen aus Wildtyp- und SRA-knock-out Mäusen und hMDMs zeigten Köppert 
et al. (2018) erst kürzlich, dass primäre CPPs SRA-unabhängig aufgenommen werden. 
Cytochalasin D inhibiert die Endozytose (77). Die in dieser Arbeit verwendeten CPPs 
entsprachen den Charakteristika der als primär bezeichneten CPPs (76, 77). Insgesamt ist 
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demnach die Aufnahme primärer CPPs über einen Aktin-abhängigen Prozess sehr 
wahrscheinlich. Nach Endozytose der CPPs vermuteten Köppert et al. (2018), dass die 
chemische Instabilität der CPPs während der endolysosomalen Degradierung einen raschen 
intrazellulären Kalziumanstieg auslöse, der zur inflammatorischen Reaktion der Zelle führe 
und die IL-1β-Produktion auslöse (77). Peng et al. (2013) stellten zuvor fest, dass die 
endolysosomale Aufnahme der CPPs zu Zerstörung des Lysosoms, zu ROS-Bildung und 
konsekutiver NLRP3-Aktivierung führe (74). Die Auswirkung der CPP-Aufnahme auf das 
Lysosom und weitere intrazelluläre Vorgänge wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht 
untersucht. Allerdings zeigten bisher unveröffentlichte Daten der Arbeitsgruppe 
Experimentelle Rheumatologie am UKL von Elisabeth Jäger im Gegensatz zu Peng et al. 
(2013), dass nach 16 h Inkubationszeit CPP-Aufnahme und Kalziumstimulation in 
Monozyten wahrscheinlich nicht zu der Ruptur des Lysosoms führten. Wie CPPs nach 
Endozytose in der Lage sein können das NLRP3-Inflammasom zu aktivieren, ist noch 
nicht eindeutig geklärt und Gegenstand aktueller Forschung der Arbeitsgruppe Ex-
perimentelle Rheumatologie am UKL in weiteren Projekten. 
In diesem Kontext ist nochmals anzumerken, dass in der vorliegenden Arbeit die 
zusätzliche Kalziumstimulation von Monozyten und Makrophagen nötig war, um eine 
signifikante CPP-abhängige IL-1β-Sekretion zu beobachten. Sowohl Köppert et al. (2018) 
als auch Peng et al. (2013) stimulierten in ihren Experimenten nicht zusätzlich mit 
Kalzium (74, 77). Da die CPPs dennoch aufgenommen wurden und IL-1β-Produktion 
auslösten, muss davon ausgegangen werden, dass aus einem anderen Herstellungsprotokoll 
resultierende Eigenschaften die Vergleichbarkeit einschränken. Zusätzlich können die 
verschiedenen untersuchten Zelltypen unterschiedlich reagieren. 
Obwohl in Monozyten von Kontrollprobanden die kalziumstimulierte Makropinozytose 
mit der IL-1β-Sekretion signifikant korrelierte, konnte für Monozyten von RA-Patienten 
der Zusammenhang beider Prozesse rechnerisch nicht bestätigt werden. Ursache dafür 
kann abermals die Medikation der RA-Patienten gewesen sein, die möglicherweise die 
Zytokinproduktion beeinflusste, die CaSR-vermittelte Makropinozytose hingegen 
möglicherweise weniger. 
5.4 Ausblick und offene Fragen 
Obwohl die vorliegende Arbeit viele Fragen beantworten konnte und neue aufwirft, war 
die Studie nicht frei von Limitierungen. Insbesondere die Fallzahl sollte in 
Folgeuntersuchungen erhöht werden, um trotz Anwendung der Korrektur nach Bonferroni 
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für multiple Vergleiche eindeutige Aussagen treffen zu können. Gleichzeitig wäre eine 
Reduzierung der parallel getesteten Bedingungen zu empfehlen. Insbesondere die 
Ergebnisse der Makrophagen sahen trotz der geringen Gruppengröße vielversprechend aus, 
sodass eine Folgearbeit daran anknüpfen sollte. Dabei kann es hilfreich sein, die 
Polarisierung der Makrophagen in M1und M2 zu analysieren. Weiterhin sollte eruiert 
werden, wie die Standardabweichung in Experimenten mit Makrophagen reduziert werden 
kann. 
Um die Verknüpfung der zellulären Vorgänge von kalziumstimulierter Makropinozytose 
und IL-1β-Sekretion weiter zu erforschen, wäre es sinnvoll die Auswirkung einer 
Hemmung der Makropinozytose auf die IL-1β-Sekretion zu untersuchen. Ebenso sollte 
weiter untersucht werden, worin sich Zellen der RA-Patienten von Gesunden 
unterscheiden. Denn zwischen kalziumstimulierter Makropinozytose und 
Zytokinproduktion in der Kohorte der Kontrollprobanden bestand eine signifikant positive 
Korrelation, in der RA-Kohorte jedoch nicht. Diese Differenz sollte auf Ursachen im 
zellulären Regulationsverhalten überprüft werden, die neben dem diskutierten potentiellen 
Medikamenteneinfluss eine Rolle spielen könnten. Insgesamt bleibt zu untersuchen, in 
welchem Verhältnis die Proteinbiosynthese des CaSR mit der Makropinozytoseaktivität 
und IL-1β-Sekretion nach Kalziumstimulation steht. 
Um zu erkennen welche Relevanz die kalziumstimulierte Makropinozytose und IL-1β-
Sekretion von Monozyten und Makrophagen für den Verlauf der RA haben, sind weitere 
Studien nötig. Insbesondere gilt neben der Kalzium- auch die Phosphatkonzentration im 
entzündlichen Mikroklima der Synovia von RA-Patienten und Gesunden zu bestimmen, da 
diese von höchster Priorität für die IL-1β-Sekretion zu sein scheint. 
Bevor aus den Ergebnissen dieser Arbeit Ideen für therapeutische Ansätze hervorgehen 
können, sollten die erlangten Erkenntnisse durch eine Studie in größerem Umfang 
erweitert und bestätigt werden. 
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Die RA ist eine chronisch-entzündliche Systemerkrankung, von der in Deutschland knapp 
1 % der Bevölkerung betroffen ist (1). Unbehandelt führt RA zu Invalidität und vorzeitiger 
Mortalität (2, 6, 8). Die multifaktorielle Genese der RA ist noch nicht ausreichend 
verstanden. Höchstwahrscheinlich steigt mit Risikogenen die Suszeptibilität in Individuen, 
durch eine Besiedlung mit speziellen Verdachtserregern oder Umweltfaktoren eine RA zu 
entwickeln (11–13, 17, 19, 20). Pathophysiologisch kommt es zur Affektion der kleinen 
Gelenke, in denen die T-Zell-initiierte Autoimmunität gegen die Synovia gerichtet ist (5, 
21, 57). Durch Zell-Zell-Kontakt, Immunkomplexe und Zytokine werden unter anderen 
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Monozyten, Makrophagen und Fibroblasten aktiviert. Es kommt zur Bildung eines in den 
Knorpel einwandernden Pannus, der ohne Therapie zu Knochendestruktion und 
Fehlstellung des Gelenkes führt (6, 28, 57, 58). Das Freiwerden von Kalzium ist daher 
wahrscheinlich. Extrazelluläres Kalzium ist in der Lage durch Konformationsänderung am 
CaSR die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Monozyten und Makrophagen zu 
bewirken (33, 34, 82). Darüber hinaus ist die konstitutive Makropinozytose in Monozyten 
und Makrophagen auf Kalzium angewiesen (42, 43, 88). Inwiefern bei RA-Patienten eine 
veränderte Reaktivität von Monozyten und aus diesen differenzierten Makrophagen auf 
Kalziumstimulation vorliegt, sollte in dieser Arbeit untersucht werden. Die 
Vergleichskohorte bestand aus gesunden Probanden. In der Durchflusszytometrie wurde 
die Makropinozytose und im ELISA die IL-1β-Sekretion von Monozyten und 
Makrophagen bestimmt. Darüber hinaus sollte überprüft werden, ob die Vorgänge in 
einem relevanten Zusammenhang zu einander stehen und die in vitro Aktivität mit dem 
DAS28 der RA-Patienten verknüpft werden kann. Die Wirkung von CPPs sollte 
berücksichtigt werden, da durch den Zustand chronischer Entzündung bei RA-Patienten 
CPPs wahrscheinlich gehäuft in der Blutbahn zirkulieren und auch die intraartikuläre 
Bildung möglich ist. 
Durch diese Arbeit können folgende Aussagen getroffen werden: 
Kalziumstimulation führt in Monozyten/Makrophagen von RA-Patienten und 
Kontrollprobanden zu einem Anstieg der Makropinozytose, der in Monozyten von 
RA-Patienten zum Teil höher ist als in Monozyten von Kontrollprobanden. 
Die Makropinozytose stieg in Monozyten und Makrophagen in beiden Gruppen nach 
Kalziumstimulation an. Dieses Ergebnis entspricht den Beobachtungen von Canton et al. 
(2016) über kalziumstimulierte Makropinozytose in hMDMs (42). Dabei war in 
Monozyten von RA-Patienten nach Stimulation mit niedriger Kalziumkonzentration eine 
höhere Makropinozytose zu verzeichnen als in Monozyten der gesunden 
Kontrollprobanden. Es bleibt zu klären, inwiefern möglicherweise die Genexpression, 
Proteinbiosynthese und Lokalisierung des CaSR in Zusammenhang mit der höheren 
kalziumstimulierten Makropinozytose von RA-Monozyten steht. Erstmalig wurde in dieser 
Arbeit festgestellt, dass die kalziumstimulierte Makropinozytose sowohl in Zellen von RA-
Patienten als auch in Zellen von Kontrollprobanden unabhängig vom Phosphatgehalt des 
Zellkulturmediums stattfand. 
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Die Stimulation mit LPS und Kalzium führt in Monozyten von RA-Patienten und 
Kontrollprobanden zu einem gleichhohen Anstieg der IL-1β-Sekretion in 
phosphatreichem Medium. 
Monozyten und Makrophagen reagierten auf LPS- und Kalziumstimulation mit erhöhter 
IL-1β-Sekretion. Dieses Ergebnis bestätigt die Veröffentlichungen von Lee et al. (2012) 
und Rossol et al. (2012) zu kalziumstimulierter NLRP3-Aktivität (33, 34). Zwischen der 
IL-1β-Sekretion von Zellen der RA-Patienten und Kontrollprobanden war kein 
Unterschied festzustellen. Dieses Ergebnis war unerwartet in Anbetracht der Ergebnisse 
anderer Arbeitsgruppen, die von hochaktiven Monozyten in RA-Patienten berichten (48, 
49, 51). Bei Makrophagen war zwar ein Trend zu mehr IL-1β-Sekretion der RA-Kohorte 
absehbar, jedoch ist eine statistisch valide Aussage nur bei Vergrößerung der 
Gruppengröße möglich.  
In phosphatreduziertem Medium bleibt die IL-1β-Sekretion trotz LPS- und Kalzium-
stimulation in Monozyten/Makrophagen von RA-Patienten und Kontrollprobanden 
gleich niedrig.  
Die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Experimentelle Rheumatologie am UKL werden durch 
das Ergebnis dieser Studie bestätigt. In phosphatreduziertem Medium wurde mit LPS- und 
Kalziumstimulation keine Steigerung der IL-1β-Sekretion beobachtet. Darin unterschieden 
sich die Monozyten/Makrophagen der RA-Patienten nicht von denen der 
Kontrollprobanden.  
CPPs führen in phosphatreduziertem Medium bei Stimulation mit LPS und Kalzium 
zu mehr IL-1β-Sekretion in Monozyten von RA-Patienten als von Kontrollprobanden.  
In phosphatreduziertem Medium führte die Zugabe von CPPs, LPS und Kalzium dazu, 
dass die IL-1β-Sekretion in Monozyten/Makrophagen von RA-Patienten und 
Kontrollprobanden anstieg. Nur die Kombination der drei Signale führte zur 
Inflammasomaktivierung. Monozyten von RA-Patienten reagierten dabei mit mehr 
Zytokinsekretion. Ob die von Smith et al. (2013) berichtete hohe CPP-Konzentration im 
Blut von RA-Patienten dazu beitrug, sollte Gegenstand weiterer Forschung sein. Insgesamt 
können die Ergebnisse dieser Arbeit die Aussagen anderer Autoren nicht bestätigen, dass 
CPPs auch ohne zusätzliche Kalziumstimulation zu erhöhter IL-1β-Sekretion führen (74, 
77). 
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In Monozyten von Kontrollprobanden besteht zwischen der kalziumstimulierten 
Makropinozytose und IL-1β-Sekretion ein positiver Zusammenhang, der in Mono-
zyten von RA-Patienten nicht nachweisbar ist. 
Der signifikant positive Zusammenhang der Makropinozytose und IL-1β-Sekretion nach 
LPS- und Kalziumstimulation von Kontroll-Monozyten in phosphatreichem Standard-
medium ist bemerkenswert und stützt die Überlegung, dass die beiden CaSR-vermittelten 
Vorgänge kausal miteinander verknüpft sein könnten. Die medikamentöse Therapie der 
RA-Patienten oder möglicherweise eine abweichende Regulation der beteiligten Proteine 
könnten dazu geführt haben, dass in Monozyten der RA-Patienten keine Korrelation 
bestand. Wie die kalziumstimulierte Makropinozytose und IL-1β-Sekretion miteinander 
verknüpft sind, ist bereits Gegenstand weiterer Forschung der Arbeitsgruppe 
Experimentelle Rheumatologie am UKL. 
Zwischen dem DAS28 und der kalziumstimulierten Makropinozytose sowie zwischen 
dem DAS28 und der kalziumstimulierten IL-1β-Sekretion von Monozyten der RA-
Patienten ist kein Zusammenhang nachweisbar. 
Die Krankheitsaktivität der RA-Patienten stand in dieser Arbeit in keinem Zusammenhang 
mit der Makropinozytose oder IL-1β-Sekretion. Von der durchschnittlich mittelhohen 
Krankheitsaktivität der RA-Patienten scheint die Fähigkeit der Monozyten, IL-1β zu 
produzieren, unabhängig zu sein und andersherum. Damit kann der Zusammenhang, den 
Jenko et al. (2016) beschrieben, nicht bestätigt werden. Die kalziumstimulierte 
Makropinozytose wurde bisher in noch keinen Zusammenhang mit der RA gebracht und 
wird es auch durch diese Arbeit nicht. Möglicherweise könnten bisher nicht nachweisbare 
Zusammenhänge zwischen DAS28 und der kalziumabhängigen in vitro-Aktivität von 
Monozyten durch eine Patientenkohorte mit einem größeren Anteil therapienaiver 
Patienten erkennbar werden. 
Diese Arbeit trägt zur Aufklärung der noch immer nicht gänzlich verstandenen 
Pathogenese der RA bei. Der erstmalige Vergleich der Makropinozytose in Monozyten von 
RA-Patienten und Gesunden war lohnenswert. Bei erhöhtem extrazellulären Kalzium ist 
die Makro-pinozytose in Monozyten der RA-Patienten signifikant höher als in Monozyten 
Gesunder. Dass darüber hinaus erhöhte Kalziumkonzentrationen zu gesteigerter IL-1β-
Sekretion von Monozyten und Makrophagen führte, drängt auf eine weitere Aufklärung 
der Beziehungen der Vorgänge bei RA-Patienten.  




1. Robert Koch-Institut, Hrsg. Gesundheit in Deutschland: Gesundheitsberichterstattung 
des Bundes; Gemeinsam getragen von RKI und DESTATIS. Berlin; 2015 [Stand: 
05.10.2018]. 
2. Fuchs J, Rabenberg M, Scheidt-Nave C. Prävalenz ausgewählter muskuloskelettaler 
Erkrankungen: Ergebnisse der Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland 
(DEGS1). Bundesgesundheitsblatt Gesundheitsforschung Gesundheitsschutz 2013; 
56(56):678–86. doi: 10.1007/s00103-013-1687-4. 
3. Tobón GJ, Youinou P, Saraux A. The environment, geo-epidemiology, and 
autoimmune disease: Rheumatoid arthritis. J Autoimmun 2010; 35(1):10–4. doi: 
10.1016/j.jaut.2009.12.009. 
4. Herold G, Hrsg. Innere Medizin 2016: Eine vorlesungsorientierte Darstellung; unter 
Berücksichtigung des Gegenstandskataloges für die Ärztliche Prüfung; mit ICD 10-
Schlüssel im Text und Stichwortverzeichnis. Köln: Selbstverlag; 2016. 
5. Aletaha D, Neogi T, Silman AJ, Funovits J, Felson DT, Bingham CO et al. 2010 
Rheumatoid arthritis classification criteria: an American College of 
Rheumatology/European League Against Rheumatism collaborative initiative. Ann 
Rheum Dis 2010; 69(9):1580–8. doi: 10.1136/ard.2010.138461. 
6. Scott DL, Wolfe F, Huizinga TWJ. Rheumatoid arthritis. The Lancet 2010; 
376(9746):1094–108. doi: 10.1016/S0140-6736(10)60826-4. 
7. Hochberg MC, Johnston SS, John AK. The incidence and prevalence of extra-articular 
and systemic manifestations in a cohort of newly-diagnosed patients with rheumatoid 
arthritis between 1999 and 2006. Curr Med Res Opin 2008; 24(2):469–80. doi: 
10.1185/030079908X261177. 
8. Meune C, Touzé E, Trinquart L, Allanore Y. High risk of clinical cardiovascular 
events in rheumatoid arthritis: Levels of associations of myocardial infarction and 
stroke through a systematic review and meta-analysis. Arch Cardiovasc Dis 2010; 
103(4):253–61. doi: 10.1016/j.acvd.2010.03.007. 
9. Carbone F, Bonaventura A, Liberale L, Paolino S, Torre F, Dallegri F et al. 
Atherosclerosis in Rheumatoid Arthritis: Promoters and Opponents. Clin Rev Allergy 
Immunol 2018. doi: 10.1007/s12016-018-8714-z. 
7 Literaturverzeichnis  78 
_________________________________________________________________________ 
 
10. Holers VM. Autoimmunity to citrullinated proteins and the initiation of rheumatoid 
arthritis. Curr Opin Immunol 2013; 25(6):728–35. doi: 10.1016/j.coi.2013.09.018. 
11. Gregersen PK, Silver J, Winchester RJ. The shared epitope hypothesis: an approach to 
understanding the molecular genetics of susceptibility to rheumatoid arthritis. Arthritis 
Rheum 1987; 30(11):1205–13. 
12. Begovich AB, Carlton VEH, Honigberg LA, Schrodi SJ, Chokkalingam AP, 
Alexander HC et al. A missense single-nucleotide polymorphism in a gene encoding a 
protein tyrosine phosphatase (PTPN22) is associated with rheumatoid arthritis. Am J 
Hum Genet 2004; 75(2):330–7. doi: 10.1086/422827. 
13. Lee YH, Bae S-C. Association between susceptibility to rheumatoid arthritis and 
PADI4 polymorphisms: a meta-analysis. Clin Rheumatol 2016; 35(4):961–71. doi: 
10.1007/s10067-015-3098-4. 
14. Tarcsa E, Marekov LN, Mei G, Melino G, Lee SC, Steinert PM. Protein unfolding by 
peptidylarginine deiminase. Substrate specificity and structural relationships of the 
natural substrates trichohyalin and filaggrin. J Biol Chem 1996; 271(48):30709–16. doi: 
10.1074/jbc.271.48.30709. 
15. Ajeganova S, Humphreys JH, Verheul MK, van Steenbergen HW, van Nies JAB, 
Hafström I et al. Anticitrullinated protein antibodies and rheumatoid factor are 
associated with increased mortality but with different causes of death in patients with 
rheumatoid arthritis: a longitudinal study in three European cohorts. Ann Rheum Dis 
2016; 75(11):1924–32. doi: 10.1136/annrheumdis-2015-208579. 
16. Du Teil Espina M, Gabarrini G, Harmsen HJM, Westra J, van Winkelhoff AJ, van Dijl 
JM. Talk to your gut: the oral-gut microbiome axis and its immunomodulatory role in 
the etiology of rheumatoid arthritis. FEMS Microbiol Rev 2018:1–55. doi: 
10.1093/femsre/fuy035. 
17. Konig MF, Abusleme L, Reinholdt J, Palmer RJ, Teles RP, Sampson K et al. 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans-induced hypercitrullination links periodontal 
infection to autoimmunity in rheumatoid arthritis. Sci Transl Med 2016; 
8(369):369ra176. doi: 10.1126/scitranslmed.aaj1921. 
18. Darrah E, Andrade F. Rheumatoid arthritis and citrullination. Curr Opin Rheumatol 
2018; 30(1):72–8. doi: 10.1097/BOR.0000000000000452. 
7 Literaturverzeichnis  79 
_________________________________________________________________________ 
 
19. Pierer M, Rothe K, Quandt D, Schulz A, Rossol M, Scholz R et al. Association of 
anticytomegalovirus seropositivity with more severe joint destruction and more 
frequent joint surgery in rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 2012; 64(6):1740–9. doi: 
10.1002/art.34346. 
20. Chang K, Yang SM, Kim SH, Han KH, Park SJ, Shin JI. Smoking and rheumatoid 
arthritis. Int J Mol Sci 2014; 15(12):22279–95. doi: 10.3390/ijms151222279. 
21. Dayer J-M, Oliviero F, Punzi L. A Brief History of IL-1 and IL-1 Ra in Rheumatology. 
Front Pharmacol 2017; 8. doi: 10.3389/fphar.2017.00293. 
22. Kong YY, Feige U, Sarosi I, Bolon B, Tafuri A, Morony S et al. Activated T cells 
regulate bone loss and joint destruction in adjuvant arthritis through osteoprotegerin 
ligand. Nature 1999; 402(6759):304–9. doi: 10.1038/46303. 
23. Firestein GS, Zvaifler NJ. How important are t cells in chronic rheumatoid synovitis? 
Arthritis & Rheumatism 1990; 33(6):768–73. doi: 10.1002/art.1780330602. 
24. Gordon S, Martinez-Pomares L. Physiological roles of macrophages. Pflugers Arch 
2017; 469(3):365–74. doi: 10.1007/s00424-017-1945-7. 
25. Institut für Laboratoriumsmedizin, Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik - 
Universitätsklinikum Leipzig. Laborkatalog; 2010 [Stand: 04.11.2018]. Verfügbar 
unter: http://ilm.uniklinikum-
leipzig.de/ilm.site,postext,laborkatalog.html?modus=detail&gruppe=B-GBB_E%23. 
26. Patel AA, Zhang Y, Fullerton JN, Boelen L, Rongvaux A, Maini AA et al. The fate 
and lifespan of human monocyte subsets in steady state and systemic inflammation. J 
Exp Med 2017; 214(7):1913–23. doi: 10.1084/jem.20170355. 
27. Ley K, Laudanna C, Cybulsky MI, Nourshargh S. Getting to the site of inflammation: 
the leukocyte adhesion cascade updated. Nat Rev Immunol 2007; 7(9):678–89. doi: 
10.1038/nri2156. 
28. Paul WE. Fundamental Immunology. 6. Aufl. Philadelphia: Wolters Kluwer/Lippincott 
Williams & Wilkins; 2008. 
29. Gierut A, Perlman H, Pope RM. Innate immunity and rheumatoid arthritis. Rheum Dis 
Clin North Am 2010; 36(2):271–96. doi: 10.1016/j.rdc.2010.03.004. 
30. Schroder K, Tschopp J. The inflammasomes. Cell 2010; 140(6):821–32. doi: 
10.1016/j.cell.2010.01.040. 
7 Literaturverzeichnis  80 
_________________________________________________________________________ 
 
31. Groslambert M, Py BF. Spotlight on the NLRP3 inflammasome pathway. J Inflamm 
Res 2018; 11:359–74. doi: 10.2147/JIR.S141220. 
32. Coll RC, O'Neill L, Schroder K. Questions and controversies in innate immune 
research: what is the physiological role of NLRP3? Cell Death Discov 2016; 
2(1):16019. doi: 10.1038/cddiscovery.2016.19. 
33. Rossol M, Pierer M, Raulien N, Quandt D, Meusch U, Rothe K et al. Extracellular 
Ca2+ is a danger signal activating the NLRP3 inflammasome through G protein-
coupled calcium sensing receptors. Nat Commun 2012; 3(1):417. doi: 
10.1038/ncomms2339. 
34. Lee G-S, Subramanian N, Kim AI, Aksentijevich I, Goldbach-Mansky R, Sacks DB et 
al. The calcium-sensing receptor regulates the NLRP3 inflammasome through Ca2+ 
and cAMP. Nature 2012; 492(7427):123–7. doi: 10.1038/nature11588. 
35. Palomo J, Dietrich D, Martin P, Palmer G, Gabay C. The interleukin (IL)-1 cytokine 
family - Balance between agonists and antagonists in inflammatory diseases. Cytokine 
2015; 76(1):25–37. doi: 10.1016/j.cyto.2015.06.017. 
36. Delwig A von, Hilkens CMU, Altmann DM, Holmdahl R, Isaacs JD, Harding CV et al. 
Inhibition of macropinocytosis blocks antigen presentation of type II collagen in vitro 
and in vivo in HLA-DR1 transgenic mice. Arthritis Res Ther 2006; 8(4):R93. doi: 
10.1186/ar1964. 
37. Lewis WH. Pinocytosis. Bulletin John Hopkins Hospital 1931; (49):17–27. 
38. Robineaux R, Pinet J. An in vitro study of some mechanisms of antigen uptake by cells. 
In: Wolstenholme GEW, O'Connor M, Hrsg. Ciba Foundation Symposium on Cellular 
Aspects of Immunity. Boston: Little Brown; 1960. S. 5–43 (Ciba Foundation 
symposia). 
39. Lim JP, Gleeson PA. Macropinocytosis: an endocytic pathway for internalising large 
gulps. Immunol Cell Biol 2011; 89(8):836–43. doi: 10.1038/icb.2011.20. 
40. Alpuche-Aranda CM, Racoosin EL, Swanson JA, Miller SI. Salmonella stimulate 
macrophage macropinocytosis and persist within spacious phagosomes. J Exp Med 
1994; 179(2):601–8. 
41. Mercer J, Helenius A. Virus entry by macropinocytosis. Nat Cell Biol 2009; 
11(5):510–20. doi: 10.1038/ncb0509-510. 
7 Literaturverzeichnis  81 
_________________________________________________________________________ 
 
42. Canton J, Schlam D, Breuer C, Gütschow M, Glogauer M, Grinstein S. Calcium-
sensing receptors signal constitutive macropinocytosis and facilitate the uptake of 
NOD2 ligands in macrophages 2016; 7. doi: 10.1038/ncomms11284. 
43. Schlam D, Canton J. Every day I'm rufflin': Calcium sensing and actin dynamics in the 
growth factor-independent membrane ruffling of professional phagocytes. Small 
GTPases 2017; 8(2):65–70. doi: 10.1080/21541248.2016.1197873. 
44. Araki N, Johnson MT, Swanson JA. A role for phosphoinositide 3-kinase in the 
completion of macropinocytosis and phagocytosis by macrophages. The Journal of 
Cell Biology 1996; 135(5):1249–60. doi: 10.1083/jcb.135.5.1249. 
45. Mulherin D, Fitzgerald O, Bresnihan B. Synovial tissue macrophage populations and 
articular damage in rheumatoid arthritis. Arthritis & Rheumatism 1996; 39(1):115–24. 
doi: 10.1002/art.1780390116. 
46. Tak PP, Smeets TJ, Daha MR, Kluin PM, Meijers KA, Brand R et al. Analysis of the 
synovial cell infiltrate in early rheumatoid synovial tissue in relation to local disease 
activity. Arthritis Rheum 1997; 40(2):217–25. doi: 10.1002/art.1780400206. 
47. Steven MM, Lennie SE, Sturrock RD, Gemmell CG. Enhanced bacterial phagocytosis 
by peripheral blood monocytes in rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis 1984; 
43(3):435–9. Verfügbar unter: 
http://ard.bmj.com/content/annrheumdis/43/3/435.full.pdf. 
48. Hahn G, Stuhlmüller B, Hain N, Kalden JR, Pfizenmaier K, Burmester GR. 
Modulation of monocyte activation in patients with rheumatoid arthritis by 
leukapheresis therapy. J Clin Invest 1993; 91(3):862–70. doi: 10.1172/JCI116307. 
49. Meusch U, Rossol M, Baerwald C, Hauschildt S, Wagner U. Outside-to-inside 
signaling through transmembrane tumor necrosis factor reverses pathologic 
interleukin-1beta production and deficient apoptosis of rheumatoid arthritis monocytes. 
Arthritis Rheum 2009; 60(9):2612–21. doi: 10.1002/art.24778. 
50. Kinne RW, Bräuer R, Stuhlmüller B, Palombo-Kinne E, Burmester GR. Macrophages 
in rheumatoid arthritis. Arthritis Res 2000; 2(3):189–202. doi: 10.1186/ar86. 
51. Arleevskaya MI, Gabdoulkhakova AG, Filina JV, Zabotin AI, Tsibulkin AP. 
Mononuclear Phagocytes in Rheumatoid Arthritis Patients and their Relatives - Family 
Similarity. The Open Rheumatology Journal 5; 2011:36–44. doi: 
10.2174/1874312901105010036. 
7 Literaturverzeichnis  82 
_________________________________________________________________________ 
 
52. Kratofil RM, Kubes P, Deniset JF. Monocyte Conversion During Inflammation and 
Injury. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2017; 37(1):35–42. doi: 
10.1161/ATVBAHA.116.308198. 
53. Rossol M, Kraus S, Pierer M, Baerwald C, Wagner U. The CD14(bright) CD16+ 
monocyte subset is expanded in rheumatoid arthritis and promotes expansion of the 
Th17 cell population. Arthritis Rheum 2012; 64(3):671–7. doi: 10.1002/art.33418. 
54. Rossol M, Pierer M, Arnold S, Keysser G, Burkhardt H, Baerwald C et al. Negative 
association of the chemokine receptor CCR5 d32 polymorphism with systemic 
inflammatory response, extra-articular symptoms and joint erosion in rheumatoid 
arthritis. Arthritis Res Ther 2009; 11(3):R91. doi: 10.1186/ar2733. 
55. Leipe J, Grunke M, Dechant C, Reindl C, Kerzendorf U, Schulze-Koops H et al. Role 
of Th17 cells in human autoimmune arthritis. Arthritis Rheum 2010; 62(10):2876–85. 
doi: 10.1002/art.27622. 
56. Hogg N, Palmer DG, Revell PA. Mononuclear phagocytes of normal and rheumatoid 
synovial membrane identified by monoclonal antibodies. Immunology 1985; 
56(4):673–81. 
57. Lacraz S, Isler P, Vey E, Welgus HG, Dayer JM. Direct contact between T 
lymphocytes and monocytes is a major pathway for induction of metalloproteinase 
expression. J Biol Chem 1994; 269(35):22027–33. 
58. Scott BB, Weisbrot LM, Greenwood JD, Bogoch ER, Paige CJ, Keystone EC. 
Rheumatoid arthritis synovial fibroblast and U937 macrophage/monocyte cell line 
interaction in cartilage degradation. Arthritis Rheum 1997; 40(3):490–8. doi: 
10.1002/art.1780400315. 
59. Guo C, Fu R, Wang S, Huang Y, Li X, Zhou M et al. NLRP3 inflammasome activation 
contributes to the pathogenesis of rheumatoid arthritis. Clin Exp Immunol 2018; 
194(2):231-243. doi: 10.1111/cei.13167. 
60. Wood NC, Dickens E, Symons JA, Duff GW. In situ hybridization of interleukin-1 in 
CD14-positive cells in rheumatoid arthritis. Clin Immunol Immunopathol 1992; 
62(3):295–300. doi: 10.1016/0090-1229(92)90106-X. 
61. Myers CL, Wertheimer SJ, Schembri-King J, Parks T, Wallace RW. Induction of 
ICAM-1 by TNF-alpha, IL-1 beta, and LPS in human endothelial cells after 
7 Literaturverzeichnis  83 
_________________________________________________________________________ 
 
downregulation of PKC. Am J Physiol 1992; 263(4):C767-72. doi: 
10.1152/ajpcell.1992.263.4.C767. 
62. Hilgendorf I, Swirski FK, Robbins CS. Monocyte fate in atherosclerosis. Arterioscler 
Thromb Vasc Biol 2015; 35(2):272–9. doi: 10.1161/ATVBAHA.114.303565. 
63. Seitz M, Loetscher P, Dewald B, Towbin H, Rordorf C, Gallati H et al. Methotrexate 
action in rheumatoid arthritis: stimulation of cytokine inhibitor and inhibition of 
chemokine production by peripheral blood mononuclear cells. Br J Rheumatol 1995; 
34(7):602–9. 
64. Fiehn C, Holle J, Iking-Konert C, Leipe J, Weseloh C, Frerix M et al. S2e-Leitlinie: 
Therapie der rheumatoiden Arthritis mit krankheitsmodifizierenden Medikamenten. Z 
Rheumatol 2018; 77(S2):35–53. doi: 10.1007/s00393-018-0481-y. 
65. van der Heijde D, Klareskog L, Landewé R, Bruyn GAW, Cantagrel A, Durez P et al. 
Disease remission and sustained halting of radiographic progression with combination 
etanercept and methotrexate in patients with rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 
2007; 56(12):3928–39. doi: 10.1002/art.23141. 
66. Müller M. Störungen des Kalziumhaushalts. Anästhesiologie, Intensivmedizin, 
Notfallmedizin, Schmerztherapie : AINS 2018; 53(07/08):516–28. doi: 10.1055/s-
0043-121655. 
67. Baker SB, Worthley LI. The essentials of calcium, magensium and phosphate 
metabolism: part I physiology. Critical care and resuscitation: journal of the 
Australasian Academy of Critical Care Medicine 2002; 4:301–6. 
68. Liu S, Quarles LD. How fibroblast growth factor 23 works. J Am Soc Nephrol 2007; 
18(6):1637–47. doi: 10.1681/ASN.2007010068. 
69. Kaslick RS, Chasens AI, Mandel ID, Weinstein D, Waldman R, Pluhar T et al. 
Quantitative analysis of sodium, potassium and calcium in gingival fluid from gingiva 
in varying degrees of inflammation. J Periodontol 1970; 41(2):93–7. doi: 
10.1902/jop.1970.41.2.93. 
70. Lin CY, Huang TP. Enhancement of ionized calcium and 1,25-
dihydroxycholecalciferol loss from peritoneal fluid during peritonitis in patients 
treated with continuous ambulatory peritoneal dialysis. Nephron 1991; 59(1):90–5. doi: 
10.1159/000186525. 
7 Literaturverzeichnis  84 
_________________________________________________________________________ 
 
71. Bataille R, Chappard D, Klein B. The critical role of interleukin-6, interleukin-1B and 
macrophage colony-stimulating factor in the pathogenesis of bone lesions in multiple 
myeloma. Int J Clin Lab Res 1992; 21(4):283–7. 
72. Olszak IT, Poznansky MC, Evans RH, Olson D, Kos C, Pollak MR et al. Extracellular 
calcium elicits a chemokinetic response from monocytes in vitro and in vivo. J Clin 
Invest 2000; 105(9):1299–305. doi: 10.1172/JCI9799. 
73. Braun J. Kalziumhaushalt und Kalzimimetika-Therapie. Nephrologe 2009; 4(5):411–7. 
doi: 10.1007/s11560-009-0293-9. 
74. Peng H-H, Wu C-Y, Young D, Martel J, Young A, Ojcius DM et al. Physicochemical 
and biological properties of biomimetic mineralo-protein nanoparticles formed 
spontaneously in biological fluids. Small 2013; 9(13):2297–307. doi: 
10.1002/smll.201202270. 
75. Schäfer C, Heiss A, Schwarz A, Westenfeld R, Ketteler M, Floege J et al. The serum 
protein alpha 2-Heremans-Schmid glycoprotein/fetuin-A is a systemically acting 
inhibitor of ectopic calcification. J Clin Invest 2003; 112(3):357–66. doi: 
10.1172/JCI17202. 
76. Wald J, Wiese S, Eckert T, Jahnen-Dechent W, Richtering W, Heiss A. Formation and 
stability kinetics of calcium phosphate–fetuin-A colloidal particles probed by time-
resolved dynamic light scattering. Soft Matter 2011; 7(6):2869–74. doi: 
10.1039/c0sm01191f. 
77. Köppert S, Büscher A, Babler A, Ghallab A, Buhl EM, Latz E et al. Cellular Clearance 
and Biological Activity of Calciprotein Particles Depend on Their Maturation State 
and Crystallinity. Front Immunol 2018; 9. doi: 10.3389/fimmu.2018.01991. 
78. Martel J, Wu C-Y, Peng H-H, Young JD. Mineralo-organic nanoparticles in health and 
disease: an overview of recent findings. Nanomedicine (Lond) 2018; 13(14). doi: 
10.2217/nnm-2018-0108. 
79. Smith ER, Cai MM, McMahon LP, Pedagogos E, Toussaint ND, Brumby C et al. 
Serum fetuin‐A concentration and fetuin‐A‐containing calciprotein particles in 
patients with chronic inflammatory disease and renal failure. Nephrology 2013; 
18(3):215–21. doi: 10.1111/nep.12021. 
7 Literaturverzeichnis  85 
_________________________________________________________________________ 
 
80. Nemeth EF, Scarpa A. Are Changes in Intracellular Free Calcium Necessary for 
Regulating Secretion in Parathyroid Cells? Ann NY Acad Sci 1987; 493(1 Cellular 
and):542–51. doi: 10.1111/j.1749-6632.1987.tb27239.x. 
81. Brown EM, Gamba G, Riccardi D, Lombardi M, Butters R, Kifor O et al. Cloning and 
characterization of an extracellular Ca(2+)-sensing receptor from bovine parathyroid. 
Nature 1993; 366(6455):575–80. doi: 10.1038/366575a0. 
82. Gerbino A, Colella M. The Different Facets of Extracellular Calcium Sensors: Old and 
New Concepts in Calcium-Sensing Receptor Signalling and Pharmacology. Int J Mol 
Sci 2018; 19(4):234–70. doi: 10.3390/ijms19040999. 
83. Hu J, Reyes-Cruz G, Goldsmith PK, Gantt NM, Miller JL, Spiegel AM. Functional 
effects of monoclonal antibodies to the purified amino-terminal extracellular domain 
of the human Ca(2+) receptor. J Bone Miner Res 2007; 22(4):601–8. doi: 
10.1359/jbmr.070111. 
84. Lu F-H, Fu S-B, Leng X, Zhang X, Dong S, Zhao Y-J et al. Role of the calcium-
sensing receptor in cardiomyocyte apoptosis via the sarcoplasmic reticulum and 
mitochondrial death pathway in cardiac hypertrophy and heart failure. Cell Physiol 
Biochem 2013; 31(4-5):728–43. doi: 10.1159/000350091. 
85. Ohsu T, Amino Y, Nagasaki H, Yamanaka T, Takeshita S, Hatanaka T et al. 
Involvement of the calcium-sensing receptor in human taste perception. J Biol Chem 
2010; 285(2):1016–22. doi: 10.1074/jbc.M109.029165. 
86. Séjourné A, Boudot C, Objois T, Fardellone P, Brazier M, Six I et al. Expression of the 
calcium-sensing receptor in monocytes from synovial fluid is increased in 
osteoarthritis. Joint Bone Spine 2017; 84(2):175–81. doi: 10.1016/j.jbspin.2016.03.012. 
87. Flendrie M, Pittimann, Fransen J. DAS28-CRP Calculator; 2009 [Stand: 25.01.2019]. 
Verfügbar unter: http://www.baspath.co.uk/calculations/DAS28_CRP_4VAR.html. 
88. Redka DS, Gütschow M, Grinstein S, Canton J. Differential ability of pro-
inflammatory and anti-inflammatory macrophages to perform macropinocytosis. Mol 
Biol Cell 2018; 29(1):53–65. doi: 10.1091/mbc.E17-06-0419. 
89. Paccou J, Boudot C, Renard C, Liabeuf S, Kamel S, Fardellone P et al. Total calcium-
sensing receptor expression in circulating monocytes is increased in rheumatoid 
arthritis patients with severe coronary artery calcification. Arthritis Res Ther 2014; 
16(5):412. doi: 10.1186/s13075-014-0412-5. 
7 Literaturverzeichnis  86 
_________________________________________________________________________ 
 
90. Weinblatt ME, Kavanaugh A, Burgos-Vargas R, Dikranian AH, Medrano-Ramirez G, 
Morales-Torres JL et al. Treatment of rheumatoid arthritis with a Syk kinase inhibitor: 
a twelve-week, randomized, placebo-controlled trial. Arthritis Rheum 2008; 
58(11):3309–18. doi: 10.1002/art.23992. 
91. Canaff L, Zhou X, Hendy GN. The proinflammatory cytokine, interleukin-6, up-
regulates calcium-sensing receptor gene transcription via Stat1/3 and Sp1/3. J Biol 
Chem 2008; 283(20):13586–600. doi: 10.1074/jbc.M708087200. 
92. Lee HJ, Mun H-C, Lewis NC, Crouch MF, Culverston EL, Mason RS et al. Allosteric 
activation of the extracellular Ca2+-sensing receptor by L-amino acids enhances 
ERK1/2 phosphorylation. Biochem J 2007; 404(1):141–9. doi: 10.1042/BJ20061826. 
93. Bouschet T, Martin S, Henley JM. Receptor-activity-modifying proteins are required 
for forward trafficking of the calcium-sensing receptor to the plasma membrane. J Cell 
Sci 2005; 118(20):4709–20. doi: 10.1242/jcs.02598. 
94. Breitwieser GE. The calcium sensing receptor life cycle: trafficking, cell surface 
expression, and degradation. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 2013; 27(3):303–
13. doi: 10.1016/j.beem.2013.03.003. 
95. Geng Y, Mosyak L, Kurinov I, Zuo H, Sturchler E, Cheng TC et al. Structural 
mechanism of ligand activation in human calcium-sensing receptor. Elife 2016; 5. doi: 
10.7554/eLife.13662. 
96. Zhang C, Miller CL, Brown EM, Yang JJ. The calcium sensing receptor: from calcium 
sensing to signaling. Sci China Life Sci 2015; 58(1):14–27. doi: 10.1007/s11427-014-
4779-y. 
97. Yu Y, Zhu L-C, Xu S-Z, Yao Y-M. Mean lymphocyte volume and mean monocyte 
volume are associated with disease activity in rheumatoid arthritis. Int J Lab Hematol 
2015; 37(6):e168-9. doi: 10.1111/ijlh.12418. 
98. Kolly L, Busso N, Palmer G, Talabot-Ayer D, Chobaz V, So A. Expression and 
function of the NALP3 inflammasome in rheumatoid synovium. Immunology 2010; 
129(2):178–85. doi: 10.1111/j.1365-2567.2009.03174.x. 
99. Jørgensen S, Have CT, Underwood CR, Johansen LD, Wellendorph P, Gjesing AP et 
al. Genetic Variations in the Human G Protein-coupled Receptor Class C, Group 6, 
Member A (GPRC6A) Control Cell Surface Expression and Function. J Biol Chem 
2017; 292(4):1524–34. doi: 10.1074/jbc.M116.756577. 
7 Literaturverzeichnis  87 
_________________________________________________________________________ 
 
100. Choulaki C, Papadaki G, Repa A, Kampouraki E, Kambas K, Ritis K et al. 
Enhanced activity of NLRP3 inflammasome in peripheral blood cells of patients with 
active rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther 2015; 17:257. doi: 10.1186/s13075-015-
0775-2. 
101. Ballantyne FC, Fleck A, Dick WC. Albumin metabolism in rheumatoid arthritis. 
Ann Rheum Dis 1971; 30(3):265–70. doi: 10.1136/ard.30.3.265. 
102. Seitz M, Zwicker M, Loetscher P. Effects of methotrexate on differentiation of 
monocytes and production of cytokine inhibitors by monocytes. Arthritis & 
Rheumatism 1998; 41(11):2032–8. doi: 10.1002/1529-
0131(199811)41:11<2032::AID-ART19>3.0.CO;2-J. 
103. Spurlock CF, Tossberg JT, Matlock BK, Olsen NJ, Aune TM. Methotrexate 
Inhibits NF-κB Activity Via Long Intergenic (Noncoding) RNA-p21 Induction. 
Arthritis & Rheumatology 2014; 66(11):2947–57. doi: 10.1002/art.38805. 
104. Curtale G, Renzi TA, Drufuca L, Rubino M, Locati M. Glucocorticoids 
downregulate TLR4 signaling activity via its direct targeting by miR-511-5p. Eur J 
Immunol 2017; 47(12):2080–9. doi: 10.1002/eji.201747044. 
105. Jenko B, Praprotnik S, Tomšic M, Dolžan V. NLRP3 and CARD8 Polymorphisms 
Influence Higher Disease Activity in Rheumatoid Arthritis. J Med Biochem 2016; 
35(3):319–23. doi: 10.1515/jomb-2016-0008. 
106. Manger B, Gaubitz M, Michels H. Empfehlungen zur Therapie mit Interleukin-
1beta-blockierenden Wirkstoffen. Z Rheumatol 2009; 68(9):766–71. doi: 
10.1007/s00393-009-0542-3. 
107. Fogh-Andersen N, Altura BM, Altura BT, Siggaard-Andersen O. Composition of 
interstitial fluid. Clin Chem 1995; 41(10):1522–5. 
108. Shi J, Gao W, Shao F. Pyroptosis: Gasdermin-Mediated Programmed Necrotic Cell 
Death. Trends Biochem Sci 2017; 42(4):245–54. doi: 10.1016/j.tibs.2016.10.004. 
8 Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit 88 
_________________________________________________________________________ 
 
8 Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit  
Hiermit erkläre ich, dass ich die vorliegende Arbeit selbstständig und ohne unzulässige 
Hilfe oder Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Ich 
versichere, dass Dritte von mir weder unmittelbar noch mittelbar eine Vergütung oder 
geldwerte Leistungen für Arbeiten erhalten haben, die im Zusammenhang mit dem Inhalt 
der vorgelegten Dissertation stehen, und dass die vorgelegte Arbeit weder im Inland noch 
im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form einer anderen Prüfungsbehörde zum Zweck 
einer Promotion oder eines anderen Prüfungsverfahrens vorgelegt wurde. Alles aus 
anderen Quellen und von anderen Personen übernommene Material, das in der Arbeit 
verwendet wurde oder auf das direkt Bezug genommen wird, wurde als solches kenntlich 
gemacht. Insbesondere wurden alle Personen genannt, die direkt an der Entstehung der 
vorliegenden Arbeit beteiligt waren. Die aktuellen gesetzlichen Vorgaben in Bezug auf die 
Zulassung der klinischen Studien, die Bestimmungen des Tierschutzgesetzes, die 
Bestimmungen des Gentechnikgesetzes und die allgemeinen Datenschutzbestimmungen 
wurden eingehalten. Ich versichere, dass ich die Regelungen der Satzung der Universität 







…………………………..     ………………………….. 
Datum        Unterschrift  




Herrn Prof. Dr. Ulf Wagner und Frau PD Dr. Manuela Rossol danke ich für die Vergabe 
des Promotionsthemas und die Ermöglichung der Durchführung von experimentellen 
Arbeiten im Forschungslabor der Arbeitsgruppe Experimentelle Rheumatologie am UKL. 
Für die Unterstützung in allen Phasen der Durchführung der Doktorarbeit und die 
Beantwortung zahlreicher Fragen bedanke ich mich herzlich. 
Elisabeth Jäger gelten meine größte Dankbarkeit und Hochachtung für die Einarbeitung in 
die laborexperimentellen Tätigkeiten, die Anleitung zum wissenschaftlichen Arbeiten, die 
Hilfe bei der Erschließung des Forschungsthemas, ihre Motivation, Geduld und Nachsicht. 
Vielen Dank für die hervorragende Betreuung. 
Den bereits genannten und den weiteren Mitgliedern der Arbeitsgruppe Experimentelle 
Rheumatologie am UKL, PD Dr. Matthias Pierer, Dr. Nora Raulien, Dr. Kathrin Rothe, 
Kathleen Friedrich, Veselina Radusheva, Supriya Murthy, Miriam Sommer, Cornelia 
Arnold und Ute Posselt danke ich von Herzen für das Teilen ihres Erfahrungsschatzes, die 
uneingeschränkte Hilfsbereitschaft und die Arbeitserleichterung durch ein positives und 
freundschaftliches Miteinander. 
Für die Rekrutierung von RA-Patienten danke ich den Ärztinnen und Ärzten der 
Rheumatologie am Universitätsklinikum Leipzig Frau PD Dr. Olga Seifert, Herrn Dr. 
Martin Bach, Frau Dr. Susette Unger und Frau Natalya Gruz. Daran schließt sich mein 
aufrichtiger Dank an alle freiwilligen Blutspender an, ohne die diese Arbeit nicht möglich 
gewesen wäre.  
Frau Kathrin Jäger und Herrn Dr. Andreas Lösche der Core-Unit Fluoreszenz-
Technologien gilt mein Dank für das Vertrauen zum selbständigen Messen am 
Durchflusszytometer.  
Für das gründliche Lektorieren der Arbeit danke ich Herrn Dr. Karl-Eckhard Hahn und 
Herrn Philip Emanuel Bockelmann. 
Schließlich bedanke ich mich bei Herrn Prof. Dr. Michael Schäfer als Prodekan der 
Forschungskomission der Medizinischen Fakultät für die freundliche Vergabe eines 
Stipendiums für Promovierende in der Medizin. 
